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(54) Title: NUCLEIC ACID MOLECULES CODING SOLUBLE MAIZE STARCH SYNTHASES 

(54) Bczeichnung: NUCLEINSAUREMOLEKULE CODIEREND LOSLICHE STARKESYNTHASEN AUS MAIS 

(57) Abstract 

The description relates to nucleic acid molecules which code enzymes taking part in starch synthesis in plants. These enzymes involve 
a novel isoform of soluble maize starch synthases. The invention also relates to vectors containing such nucleic acid molecules and host 
cells which have been transformed with the nucleic acid molecules described, especially transformed plant cells and plants regeneratable 
from them exhibiting an increased or reduced activity of the proteins described. 

(57) Zusammenfassung 

Es werden Nucleinsauremolekule beschrieben, die Enzyme codieren, die an der Starkesynthese in Pflanzen beteiligt sind. Bei diesen 
Enzymen handelt es sich urn eine neue Isoform der Idslichen Starkesynthase aus Mais. Weiterhin betrifft diese Ernndung Vektoren, 
die derartige Nucleinsauremolekule enthalten, und Wirtszellen, die mit den beschriebenen Nucleinsauremoiekulen transformiert wurden, 
insbesondere transformierte Pflanzenzellen und aus diesen regenerierbare Pflanzen, die eine gesteigerte oder verringerte Aktivitat der 
beschriebenen Proteine aufweisen. 
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Nucleinsauremolekiile codierend losliche Starkesynthasen aus 

Mais 

Die vorliegende Erfindung betrifft Nucleinsauremolekiile, die 
eine Form der idslichen Starkesynthase aus Mais codieren. 
Weiterhin betrifft diese Erfindung Vektoren, Bakterien, sowie 
mit den beschriebenen Nucleinsauremolekiilen transf ormierte 
Pflanzenzellen und aus diesen regenerierbare Pflanzen. 
Ferner werden Verfahren zur Herstellung transgener Pflanzen 
beschrieben, die aufgrund der Einfuhrung von DNA-Molekulen, die 
eine losliche Starkesynthase aus Mais codieren, eine in ihren 
Eigenschaften veranderte Starke synthet isieren . 

Im Hinblick auf die zunehmende 3edeutung, die pflanzlichen In- 
haltsstoffen als erneuerbaren Rohstof f quellen in letzter Zeit 
beigemesser. wird, ist es eine der Aufgaben der biotechnologi - 
schen Forschung, sich urn eine Anpassung dieser pflanzlichen 
Rohstof fe an die Anf orderungen der verarbeitenden Industrie zu 
bemuhen. Urn eine Anwendung von nachwachsenden Rohstof fen in 
moglichst vielen Einsatzgebieten zu ermoglichen, ist es daruber 
hinaus erforderlich/ eine groSe Stof f vielf alt zu erreichen. 
Neben Olen, Fetten und Proteinen stellen Polysaccharide die 
wesentlichen nachwachsenden Rohstof fe aus Pflanzen dar . Eine 
zentrale Stellung bei den Polysacchariden nimmt neben Cellulose 
die Starke ein, die einer der wichtigsten Speicherstof f e in 
hoheren Pflanzen ist. Hierbei ist Mais eine der interessan- 
testen Pflanzen, da sie die weltweit fur die Starkeprodukt ion 
wichtigste Kulturpf lanze ist. 

Das Polysaccharid Starke ist ein Polymer aus chemisch einheit- 
lichen Grundbausteinen, den Glucosemolekiilen . Es handelt sich 
dabei jedoch um ein sehr komplexes Gemisch aus unterschiedli - 
chen Molekiilformen. die sich hinsichtlich ihres Polymerisa- 
tionsgrades und des Auftretens von Verzweigungen der Glucose - 
ketten unterscheiden . Daher stellt Starke keinen einheitlichen 
Rohstof f dar. Man unterscheidet insbesondere die Amylose- 



BNSOOCID- <WO 97444 72A1_L> 




WO 97/44472 ^_ 

PCT/EP97/02527 

2 

Starke, ein im wesentlichen unverzweigtes Polymer aus a- 1.4- 
glycosidisch verkniipften GiucosemoieJculen. von der Amylopektin- 
Starke, die ihrerseits ein kompiexes Gemisch aus unter- 
schiedlich verzweigten Glucoseketten darstellt. Die Verzwei- 
gungen kommen dabei durch das Auftreten von zusaczlichen a- 
1,6-glycosidischen Verknupf ungen zustande . In typischen fur die 
St.arkeproduktion verwendeten Pflanzen, wie z.B. Mais oder 
Kartoffel, besteht die synthetisierte Starke zu ca . 25 % aus 
Amylose- Starke und zu ca. 75 % aus Amylopektin-Starke . 
Urn eine moglichst breite Anwendung von Starke zu ermoglichen, 
erscheinc es wiinschenswert , Pflanzen zur Verfugung zu stellen. 
die in der Lage sind, raodifizierte Starke zu synthetisieren, 
die sich fur verschiedene Verwendungszwecke besonders eignec . 
Eine Moglichkeit, derartige Pflanzen bereitzustellen, besteht - 
neben zuchterischen MaSnahmen - in der gezielten genet ischen 
Veranderung des Starkemetabolismus starkeproduzierender Pflan- 
zen durch gentechnologische Methoden. Vorausset zung hierfiir ist 
jedoch die Identif izierung und Charakcerisierung der an der 
Starkesynthese und/oder -modif ikation beteiligten Enzyme sowie 
die Isolierung der entsprechenden , diese Enzyme codierende DNA- 
Molekiile . 

Die biochemischen Synthesewege , die zum Aufbau von Starke fuh- 
ren, sind im wesentlichen bekannt . Die Starkesynthese in 
pflanzlichen Zellen findec in den Plas^iden scatt. In photo- 
synthetisch aktiven Geweben sind dies die Chloroplasten , in 
photosynthetisch inaktiven, starkespeichernden Geweben die 
Amyloplasten . 

Die wichtigsten an der Starkesynthese beteilig-en Enzyme sind 
die Starkesynthasen sowie die Verzweigungsenzyme . Bei den 
Starkesynthasen sind verschiedene Isoformen beschrieben, die 
alle eine Polymerisierungsreaktion durch Ubertragung eines 
Glucosyirestes von ADP-Glucose auf a- 1 , 4 -Glucane katalysieren . 
Verzweigungsenzyme katalysieren die Einfuhrung von a-l,6-Ver- 

zweigungen— i-n— 1-i-nea-re-a— 1t4 -Glucane-; ' — — 

Starkesynthasen konnen in zwei Klassen eingeteilt werden: die 
Starkekorn-gebundenen Starkesynthasen ("granule-bound, starch 
synthases"; GBSS) und die loslichen Starkesynthasen ("soluble 
starch synthases"; SSS) . Diese Unterscheidung ist niche in je- 
dem Fall eindeutig zu treffen, da einige der Starkesynthasen 
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sowohl starkekorngebunden als auch in loslicher Form vorlxegen 
(Denyer et al . , Plane J. 4 (1993), 191-198; Mu et ai . , Plant J. 
6 (19.94). 151-159). Fur verschiedene Pf lanzenspezies werden 
innerhalb dieser Klassen wiederum verschiedene Isofortnen be- 
schrieben, die sich hinsichtlich ihrer Abhangigkeit von Star- 
termolekiilen unterscheiden (sogenannte "primer dependent" (Typ 
II) und "primer independent" (Typ I) starch synthases) . 
Ledialich fur die Isoform GBSS I gelang es bisher, die genaue 
Funktion bei der Starkesynthese zu ermittein. Pflanzen, in de- 
nen diese Enzymakt ivitat stark oder vollkommen reduziert ist, 
synthetisieren eine amylosefreie (sogenannte "waxy") Starke 
(Shure et al . , Cell 35 (1983), 225-233; Visser et al . , Mol . 
Gen Genet. 225 (1991), 289-296; WO 92/11376), so da£ diesem 
Enzyn eine entscheidende Rolle bei der Synthese der Amylose- 
Starke zugesprochen wird. Dieses Phanomen wird ebenfalls in 
Zellen der Grunaige Chlamydomonas reinhardtii beobachtet 
(Delrue et ai . , J- Bacterid. 174 (1992), 3612-3620). Bei 
Chlamydomonas konnte dariiber hinaus gezeigt werden, daS GBSS I 
nicht nur an der Synthese der Amylose beteiiigt ist, sondern 
auch einen Einflufi auf die Amylopektinsynthese besitzt . In Mu- 
tanten, die keine GBSS I-Aktivitat aufweisen, fehlt eine be- 
stimmte Fraktion des normalerweise synthet isierten Amylopek- 
tins, die langerkettige Glucane aufweist . 

Die Funktionen der 'anderen Isoformen der Starkekorn-gebundenen 
Starkesynthasen, insbesondere der GBSS II, und der loslichen 
Starkesynthasen sind bisher unklar. Es wird angenommen, dafi die 
loslichen Starkesynthasen zusammen mit Verzweigungsenzymen an 
der Synthese des Amylopektins beteiiigt sind (siehe z.3. 
Ponstein et al . , Plant Physiol. 92 (1990), 234-241) und daS sie 
eine wichtige Funktion bei der Regulation der starkesyn- 
theserate spielen. 

Bei Mais warden zwei Isoformen der starkekorn-gebundenen, sowie 
zwei bzw. drei Isoformen der loslichen Starkesynthasen 
" identifiziert (Hawker et al . , Arch. Biochem. Biophys. 160 
(1974), 530-551; Pollock und Preiss, Arch. Biochem. Biophys. 
204 (1980), 578-588; MacDonald und Preiss, Plant Physiol. 78 
(1985), 849-852; Mu et al . , Plant J. 6 (1994), 151-159). 
*ine GBSS I aus Mais codierende cDNA sowie eine genomische DNA 
sind bereits beschrieben (Shure et al . , Cell 35 (1983), 225- 



BNSOOCID- <WO 97444 72A1_L> 



WO 97/44472 

JPP/ PCT/EP97/02527 

4 

233 ; Kloesgen et al . , Mol . Gen. Genet. 203 (1986), 237-244). 
weiterhin ist ein sogenannter "Expressed Sequence Tag" (EST) 
beschrieben worden (Shen et al . , 1994, GenBa.nk Nr.: T14684), 
dessen abgeieitete Aminosauresequenz eine starke Ahniichkeit 
zur abgeleiteten Aminosauresequenz der GBSS II aus Erbse (Dry 
et al.. Plant J. 2 (1992), 193-202) und Kartoffel (Edwards et 
al., Plant J. 8 (1995), 283-294) aufweist . Nucleinsauresequen- 
zen, die weitere Starkesynthase - Isof ormen aus Mais codieren, 
lagen jedoch bisher noch nicht vor . cDNA-Sequenzen , die fur 
andere Starkesynthasen als fur die GBSS I codieren, wurden 
bisher lediglich fur Erbse (Dry et al . , Plant J. 2 (1992), I9t3- 
202), Reis (Baba et al., Plant Physiol. 103 (1993), 565-573) 
und Kartoffel (Edwards et al . , Plant J. 8 (1995), 283-294) 
beschrieben . 

Aufier beim Mais wurden losliche Starkesynthasen auch in einer 
Reihe weiterer Pf lanzenarten identif iziert . Losliche Starke- 
synthasen sind beispielsweise bis zur Homogenitat aus Erbse 
(Denyer und Smith, Planta 186 (1992), 609-617) und Kartoffel 
(Edwards et al . , Plant J. 8 (1995), 283-294) isoliert worden. 
In diesen Fallen stellte sich heraus, daS die als SSS II iden- 
tifizierte Isoform der loslichen Starkesynthase identisch ist 
mit der Starkekorn-gebundenen Starkesynthase GBSS II (Denyer et 
al., Plant J. 4 (1993), 191-198; Edwards et al . , Plant J. 3 
(1995) , 283-294) . Fur einige weitere Pf lanzenspezies wurde das 
Vorhandensein mehrerer SSS- Isof ormen mit Hilfe chromatography - 
scher Methoden beschrieben, beispielsweise bei Gerste (Tyynela 
und Schulman, Physiologia Plantarum 89 (1993) 835-841; Kreis, 
Planta 148 (1980), 412-416) und Weizen (Rijven, Plant Physiol. 
81 (1986), 448-453). DNA- Sequenzen , die diese Proteine codie- 
ren, wurden jedoch bisher nicht beschrieben. 

Um weitere Moglichkeiten bereitzustellen, beliebige starke- 
speicherde Pflanzen dahingehend zu verandern, dafi sie eine mo- 
difizierte Starke synthetisieren, ist es erf orderlich, jeweils 
DNA- Sequenzen- zu " ident if TzTer eri 7 die weitere Isoformen der 
Starkesynthasen codieren. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
Nucleinsauremolekule zur Verfugung zu stellen, die an der 
Starkebiosynthese beteiligte Enzyme codieren und mit deren 
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Hilfe es moglich ist, gentechnisch veranderte Pflanzen herzu- 

ste llen, die eine erhohte oder erniedrigce Aktivitat dieser 

Enzyme aufweisen, wodurch es zu einer Veranderung der chemi- 

schen und/oder physikalischen Eigenschaf ten der in diesen 
Pflanzen synthet isierten Starke kommt . 

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Patent - 
anspruchen bezeichneten Ausf uhrungsf ormen gelost. 

Die vorliegende Erfindung betrifft daher Nucleinsauremolekule , 
die Proteine mit der biologischen Aktivitat einer loslichen 
Starkesynthase des Typs I aus Mais codieren, wobei derartige 
Molekule vorzugsweise Proteine codieren, die die unter Seq ID 
No. 2 angegebenen Aminosauresequenz umfassen. Insbesondere 
betrifft die Erfindung Nucleinsauremolekule , die die unter Seq 
ID No. 1 angegebene Nucleot idsequenz oder einen Teil davon 
enthalten, bevorzugt Molekule, die die in Seq ID No. 1 angege- 
bene codierende Region umfassen bzw. en: sprechende Ribo- 
nucleot idsequenzen . 

Ferner betrifft die vorliegende Erfindung Nucleinsauremoiekule, 
die eine losliche Starkesynthase aus Mais codieren und deren 
einer Strang mit einen; der oben beschriebenen Molekule 
hybridisiert oder mit einem komplement aren Strang dieser 
Molekule . 

Gegenstand der Erfindung sind ebenfalls Nucleinsauremoiekule, 
die eine losliche Starkesynthase des Typs I aus Mais codieren 
und deren Sequenz aufgrund der Degeneration des genetischen 
Codes von den Nucleot idsequenzen der ober. beschriebenen Mole- 
kule abweicht. 

Die Erfindung betrifft auch Nucleinsauremoiekule, die eine Se- 
quenz aufweisen, die zu der gesamten oder einem Teil der 
Sequenz der obengenannten Molekule komplementar ist . 

Bei den erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekulen kann es sich 
sowohl urn DNA- als auch RNA- Molekule handeln. Ent sprechende 
DNA- Molekule sind beispielsweise genomische oder cDNA-Molekule . 
Der Begriff "Hybridisierung" bedeutet im Rahmen dieser Erfin- 
dung eine Hybridisierung unter konvent ionellen Hybridisie- 
rungsbedingungen, vorzugsweise unter stringenten Bedingungen, 
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wie sie beispielsweise in Sambrock et al . , Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, 2 . Auf 1 . (1989) Cold Spring Harbor Labo- 
ratory Press, Cold Spring Harbor, NY) beschrieben sind. 
Nucleinsauremolekule, die mit den erf indungsgemaSen Nuclein- 
sauremolekulen hybridisieren , konnen prinzipiell aus jeder be- 
liebigen Maispfianze stammen, die derartige Molekule besitzt. 
Nucleinsauremolekule, die mit den erf indungsgemaSen Molekuien 
hybridisieren, konnen z.B. aus genomischen oder aus cDNA-Bi- 
bliotheken von Maispf lanzen oder Maispf lanzengewebe isoliert 
werden. Alternativ konnen sie durch gentechnische Methoden oder 
durch chemische Synthese hergestellt sein. 

Die Identif izierung und Isolierung derartiger Nucleinsauremo- 
lekule kann dabei unter Verwendung der erf indungsgemaSen Mole- 
kule oder Teile dieser Molekule bzw. der reversen Komplemente 
dieser Molekule erf olgen, z.B. mitt els Hybridisierung nach 
Standardverf ahren (siehe z.B. Sambrook et al . , 1989 , Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual, 2. Auf 1 . Cold Spring Harbor La- 
boratory Press, Cold Spring Harbor, NY) . 

Als Hybridisierungsprobe konnen z . 3 . Nucleinsauremolekule ver- 
wendet werden, die exakt die oder im wesent lichen die unter Sea 
ID No. 1 angegebene Nucleot idsequenz oder Teile dieser Sequenz 
auf we is en . Bei den als Hybridisierungsprobe verwendeten 
Fragmenten kann es sich auch urn synthetische Fragmente handeln, 
die mit Hilfe der gangigen Synthesetechniken hergestellt wurden 
und deren Sequenz im we sent lichen mit der eines erf in- 
dungsgemaSen Nucleinsauremolekuls iibereinst immt . Hat man Gene 
identif iziert und isoliert , die mit den erf indungsgemaSen 
Nucleinsauresequenzen hybridisieren, ist eine Bestimmung der 
Sequenz und eine Analyse der Eigenschaf ten der von dieser Se- 
quenz codierten Proteine erf orderlich . 

Die mit den erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekvilen hybrid! - 
sierenden Molekule umf assen auch Fragmente , Derivate und alle- 

lische -Variant en der oben be s c hr i ebe nen Nucleinsauremolekule , 

die eine erf indungsgemaSe losliche Starkesynthase aus Mais co- 
dieren. Unter Fragmenten werden dabei Teile der Nucleinsaure- • 
molekule verstanden, die lang genug sind, um eines der be- 
schriebenen Proteine zu codieren . Der Ausdruck Derivat bedeutet 
in dies em Zusammenhang , daS die Sequenz en dieser Molekule sich 
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von den Sequenzen der oben beschriebenen Nucleinsauremolekule 
an einer oder mehreren Positionen unterscheiden und einen hohen 
Grad an Hotnologie zu diesen Sequenzen aufweisen. Homologie 
bedeutet dabei eine Sequenzident itat von mindestens 4 0 %, 
insbesondere eine Identitat von mindestens 60 %, vorzugsweise 
uber 8C % und besonders bevorzugt uber 90 %. Die Abweichungen 
zu den oben beschriebenen Nucleinsauremolekulen konnen dabei 
durch Deletion, Substitution, Insertion oder Rekombination 
entstanden sein. 

Homologie bedeutet ferner, dafi funktionelle und/oder struktu- 
relle Aquivalenz zwischen den betreffenden Nucleinsauremoleku- 
len oder den durch sie codierten Proteinen, besteht. Bei den 
Nucleinsauremolekulen, die homolog zu den oben beschriebenen 
Molekulen sind und Derivate dieser Molekule darstellen, handelt 
es sich in der Regel urn Variationen dieser Molekule, die 
Modif ikationen darstellen, die dieselbe biologische Funktion 
ausuben. Es kann sich dabei sowohl urn natiirlicherweise auftre- 
tende Variationen handeln, beispielsweise urn Sequenzen aus an- 
deren Maissorten, oder urn Mutationen, wobei diese Mutationen 
auf natiirliche Weise aufgetreten sein konnen oder durch ge- 
zielce Mutagenese eingefuhrc wurden. Ferner kann es sich bei 
den Variationen um synthetisch hergestellte Sequenzen handeln. 
Bei den allelischen Varianten kann es sich sowohl um nattirlich 
auftretende Varianten handeln, als auch um synthetisch herge- 
stellte oder durch rekombinante DNA-Techniken erzeugte Varian- 



ten 



Die von den verschiedenen Varianten der erf indungsgemafien 
Nucleinsauremolekule codierten . Proteine weisen bestimmte ge- 
meinsame Charakteristika auf. Dazu konnen z.B. Enzymakt ivitat , 
Molekulargewicht , immunologische Reaktivitat, Konformation etc. 
gehoren, sowie physikaiische Eigenschaf ten wie z.B. das 
Laufverhalten in Gelelektrophoresen, chromatographisches Ver- 
halten, Sedimentationskoef f izienten, Loslichkeit , spektrosko- 
pische Eigenschaf ten, Stabilitat; pH-Optimum, Tempera tur- Opti- 
mum etc . 

Wichtige Charakteristika einer Starkesynthase sind: i) ihre 
Lokalisation im Stroma der Plastiden pflanzlicher Zelien; ii) 
ihre Fahigkeit zur Synthese linearer a- 1 , 4 -verknupf ter Poly- 
glucane unter Verwendung von ADP-Glucose als Substrat . Diese 
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Aktivitat kann wie in Denyer und Smith (Planta 186 (1992), 606- 
617) oder wie in den Beispielen beschrieben besrimmt werden. 
Bei den durch die erf indungsgemafien Nucleinsauremolekulen co- 
dierten Proteine handelt es sich um eine bisher nicht identi- 
fizierte und charakterisierte Form einer loslichen Starke- 
synthase aus Mais, die dem Typ I ("primer independent") zuge- 
ordnet werden kann. Derartige Starkesynthasen bzw. Nucleinsau- 
remolekule, die derartige Proteine codieren, sind bisher aus 
Mais nicht beschrieben. Das codierte Protein weist eine gewisse 
Homologie zu einer loslichen Starkesynthase aus Reis auf (Baba 
et al., Plant Physiol. 103 (1993), 565 - 573). 



Gegenstand der Erfindung sind auch Oligonucleotide, die spezi- 
fisch mit einem erf indungsgemafien Nucleinsauremolekiil hybrid! - 
sieren. Derartige Oligonucleotide haben vorzugsweise eine Lange 
von mindestens 10, insbesondere von mindestens 15 und besonders 
bevorzugt von mindestens 50 Nucleotides Sie sind dadurch 
gekennzeichnet , daS sie spezifisch mit erf indungsgemaSen 
Nucleinsauremolekulen hybridisieren, d . h . nicht oder nur in 
sehr geringem Ausmafi mit Nucleinsauresequenzen, die andere 
Proteine, insbesondere andere Starkesynthasen codieren . Die 
e ^f indungsgemafien Oligonucleotide konnen beispielsweise als 
Primer fur eine PCR-Reaktion verwendet werden . Ebenso konnen 
sie Bestandteile von ant isense-Konstrukten sein oder von DNA- 
Molekulen, die fur geeignete Ribozyme codieren. 

Ferner betrifft die Erfindung Vektoren, insbesondere Plasmide, 
Cosmide, Viren, Bacteriophagen und andere in der Gentechnik 
gangige Vektoren, die die oben beschriebenen erf indungsgemafien 
Nucleinsauremolekule enthalten. 



In einer bevorzugten Ausf vihrungsf orm sind die in den Vektoren 
enthaltenen Nucleinsauremolekule verkniipft mit regulator ischen 

El ement en, d ie die Transkripx.ion und S„yn„thes.e einer_transla-~ 

tierbaren RNA in prokaryontischen oder eukaryont ischen Zellen 
gewahrleisten . 

Die Expression der erf indungsgemafien Nucleinsauremolekule in 
prokaryontischen Zellen, beispielsweise in Escherichia coli, 
ist insofern interessant, als daS auf diese Weise eine genauere 
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Charakterisierung der enzymat ischen Aktivitaten der Enzyme, fur 
die diese Molekule codieren, ermoglicht wxrd. Es ist 
insbesondere moglich, das Produkt , das von den encsprechenden 
Enzymen in Abwesenheit anderer, in der pflanzlichen Zelle an 
der Starkesynthese beteiiigter Enzyme synthet isiert wird, zu 
charakterisieren. Dies lafit Ruckschiusse zu auf die Funktion, 
die das entsprechende Protein bei der Starkesynthese in der 
Pf lanzenzelle ausvibt . 

Daruber hinaus ist es moglich, mittels gangiger moiekularbio- 
logischer Techniken (siehe z.B. Sambrook et al . , 1989, Molecu- 
lar Cloning, A Laboratory Manual, 2. Auf 1 . Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) verschiedenart ige 
Mutationen in die erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekiile ein- 
zufiihren, wodurch es zur Synthese von Proteinen mit eventuell 
veranderten bioiogischen Eigenschaf ten komrnt . Hierbei ist zum 
einen die Erzeugung von Delet ionsmutanten moglich, bei -denen 
durch f ortschreitende Deletionen vom 5'- oder vom 3'- Ende der 
codierenden DNA-Sequenz Nucleinsauremolekiile erzeugt werden, 
die zur Synthese entsprechend verkurzter Proteine f iihren . Durch 
derartige Deletionen am 5 ' -Ende der Nucleotidsequenz ist es 
beispielsweise moglich, Aminosauresequenzen zu ident if izieren, 
die fur die Translokacion des Enzyms in die Plastiden 
verantwortlich sind (Transitpepcide ) . Dies erlaubt es, gezielt 
Enzyme herzustelien , die durch Entfernen der entsprechenden 
Sequenzen nicht mehr in den Plastiden, sondern im Cytosol lo- 
kalisiert sind, oder aufgrund der Addition von andereren Si- 
gnalsequenzen in anderen Kompartimenten iokaiisiert sind. 
Andererseits ist auch die Einfuhrung von Punktmutat ionen denk- 
bar an Positionen, bei denen eine Veranderung der Aminosaure- 
sequenz einen EinfluS beispielweise auf die Enzymakt ivitat oder 
die Regulierung des Enzyms hat. Auf diese Weise konnen z.B. 
Mutanten hergestellt werden, die einen veranderten K m -Wert 
besitzen oder nicht mehr den normalerweise in der Zelle' 
vorliegenden Regulat ionsmechanismen uber allosterische Regula- 
tion oder kovalente Modif izierung unterliegen. 

Des weiteren konnen Mutanten hergestellt werden, die eine ver- 
anderte Substrat- oder Produktspezif itat aufweisen, wie z.B. 
Mutanten, die als Substrat ADP-Glucose-6 - Phosphat anstatt ADP- 
Glucose yerwenden. Weiterhin konnen Mutanten hergestellt wer- 
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to 

den, die ein verandertes Aktivi tats -Tenperatur- Prof il aufwei- 
sen . 

Fur die gentechnische Manipulation in prokaryont ischen Zellen 
konnen die erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekule oder Teile 
dieser Moiekiile in Plasmide eingebracht werden, die eine Muta- 
genese oder eine Sequenzveranderung durch Rekombinat ion von 
DNA-Sequenzen erlauben. Mit Hilfe von Standardverf ahren (vgl . 
Sambrook et al . , 1989, Molecular Cloning: A laboratory manual, 
2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, USA) konnen 
Basenaustausche vorgenommen oder natiirliche oder synthetische 
Sequenzen hinzugefugt werden. Fur die Verbindung der DNA-Frag- 
mente untereinander konnen an die Fragmente Adaptoren oder 
Linker angesetzt werden. Ferner konnen Manipulat ionen, die 
passende Restrikt ionsschni tt stellen zur Verfugung stellen oder 
die (iberfliissige DNA oder Restrikt ionsschni ttstellen entfernen, 
eingesetzr werden. Wo Insertionen, Deletionen oder Sub- 
stitut ionen in Frage kommen, konnen in vitro-Mutagenese , 
"primer repair", Restriktion oder Ligation verwendet werden. 
Als Analysemethode werden im allgemeinen eine Sequenzanalyse , 
eine Restriktionsanalyse und weitere biochemisch-molekularbio- 
iogische Methoden durchgef uhrt . 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm betrifft die Erfindung 
Wirtszellen, insbesondere prokaryont ische oder eukaryontische 
Zellen, die mit einem oben beschriebenen erf indungsgemaSen 
Nucleinsauremolekul oder einem erf indungsgemaSen Vektor trans- 
formiert sind, sowie Zellen, die von derart t ransf ormierten 
Zellen abstamm'en und ein erf indungsgemaSes Nucleinsauremolekul 
oder einen Vektor enthalten. Dabei handelt es sich vorzugsweise 
urn bakterielle Zellen oder pflanzliche Zellen. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner die Proteine, die durch 
die erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekule codiert werden, so- 

-wie— Vei^f-ahjjen— z-u— d 

Wirtszelle unter Bedingungen kultiviert wird, die die Synthese 
des Proteins erlauben, und anschlieSend das Protein aus den 
kultivierten Zellen und/oder dem Kulturmedium isoliert wird. 
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Die vorliegehde Erfindung betrifft somit auch transgene Pflan- 
zenzellen, die mit einem erf indungsgemafien Nucleinsauremolekul 
transformiert, d.h. genetisch modif iziert , wurden, sowie 
transgene ?f lanzenzellen , die von derartig tranformierten 
Zellen abscammen und erf indungsgemafie Nucleinsauremolekule 
enthalten . 

Durch die 3ereitsteilung der erf indungsgemafien Nucleinsauremo- 
lekule ist es nun moglich, mit Hilfe gentechnischer Methoden in 
den Starkemetabolismus von Pflanzen einzugreif en , wie es bisher 
nicht moglich war, und ihn dahingehend zu verandern, dafi es zur 
Synthese einer modif izierten Starke kommt , die beispielsweise 
in ihren physikalisch-chemischen Eigenschaf ten , insbesondere 
dem Amylose/Amylopektin-Verhaltnis , dem Verzweigungsgrad, der 
durchschnitt lichen Kettenlange , dem Phosphatgehal t , dem 
Verkleisterungsverhalten, der Starkekorngrofie und/oder der 
Starkekornform im Vergleich zu in Wildtyp- Pflanzen 
synthetisierter Starke verandert ist. Durch eine Erhohung der 
Aktivitat der erf indungsgemafien Prone ine , beispielsweise durch 
Uberexpression entsprechender Nucleinsauremolekule, oder durch 
die Bereitstellung von Mutanten, die nicht mehr den zelleigenen 
Regulationsmechanismen unterliegen und/oder unterschiedliche 
Temperaturabhangigkeiten in bezug auf ihre Aktivitat besitzen, 
besteht die Moglichkeit der Ertragssteigerung in entsprechend 
gentechnisch veranderten Pflanzen. Die wirtschaf t liche 
Bedeutung der Moglichkeit des Eingriffs in die Starkesynthese 
allein bei Mais ist of f ensicht lich : Mais ist weltweit die 
wichtigste Pflanze zur Starkegewinnung . Ca . 80% der weltweit 
jahrlich produzierten Starke wird aus Mais gewonnen . 
Moglich ist somit die Expression der erf indungsgemafien 
Nucleinsauremolekule in pflanzlichen Zellen, urn die Aktivitat 
der entsprechenden loslichen Starkesynthase zu erhohen. Ferner 
ist es moglich, die erf indungsgemafien Nucleinsauremolekule nach 
dem Fachmann bekannten Methoden zu modif izieren, urn er- 
f indungsgemafi Starkesynthasen zu erhalten, die nicht mehr den 
zelleigenen Regulationsmechanismen unterliegen, bzw . veranderte 
Temperaturabhangigkeiten oder Substrat- bzw . Pro- 

duktspezif itaten aufweisen. 



BNSDOCID: <WO 9744472A1 J_> 



WO 97/44472 

PCT/EP97/0252 7 

II 

Die erfmdungsgemaSen Zellen enchalten ein erf indungsgemaSes 
Nucleinsauremolekiil, wobei dieses vorzugsweise mit 
regulatorischen DNA-Elementen verknupf t ist , die die 
Transkription in pf lanzlichen Zellen " gewahrleisten, 
insbesondere mit einem Promotor. Derartige Zellen lassen sich 
von naturlicherweise vorkommenden Pf lanzenzellen dadurch 
unterscheiden, daS sie ein erf indungsgemaSes Nuclein- 
sauremolekiil enthalten, das naturlicherweise in diesen Zellen 
nicht vorkommt oder dadurch, daS ein solches Molekul an einem 
Ort im Genom der Zelle integriert vorliegt, an dem es sonst 
nicht vorkommt, d.h. in einer andereren genomischen Umgebung. 
Bei der Expression der erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekule 
in Pf lanzen besteht grundsatzlich die Moglichkeit , daS das 
synthetisierte Protein in jedem beliebigen Kompartiment der 
pf lanzlichen Zelle lokalisiert sein kann. Urn die Lokalisation 
in einem bestimmten Kompartiment zu erreichen, muS die die Lo- 
kalisation in Plastiden gewahrleistende Sequenz deletiert wer- 
den und die verbleibende codierende Region gegebenenf alls mit 
DNA-Sequenzen verknupf t werden, die die Lokalisierung in dem 
jeweiligen Kompartiment gewahrleisten. Derartige Sequenzen sind 
bekannt (siehe beispielsweise Braun et al . , EMBO J . 11 (1992), 
3219-3227; Wolter et al . , Proc. Natl. Acad. Sci . USA 85 (1988), 
846-850; Sonnewald et al . , Plant J. 1 (1991), 95-106). 

Gegenstand der vorliegenden Erf indung sind ferner auch 
Pf lanzen, die erf indungsgemafie Zellen enthalten. Diese konnen 
z.B durch Regeneration der erf indungsgemaSen transgenen 
Pf lanzenzellen nach dem Fachmann bekannten Methoden erhalten 
werden. Bei den transgenen Pf lanzen kann es sich prinzipiell urn 
Pf lanzen jeder beliebigen Pf lanzenspezies handeln, d.h. sowohl 
monokotyle als auch dikotyle Pf lanzen . Bevorzugt handelt es 
sich urn Nutzpf lanzen, insbesondere urn starkesynthetisierende 
bzw . starkespeichernde Pf lanzen , wie z.B. Getreidearten 
„(Roggen — .Ger.s-t.e_Haf.er- — Weizen -etc-.-)-, — Rei-s-,— Mais— Er-bse— Maniok— 
oder Kartoffel. 

Die Erf indung betrif f t ebenfalls Vermehrungsmaterial der er- 
f indungsgemaSen Pf lanzen, das erf indungsgemaSe Zellen enthalt , 
beispielsweise Friichte, Samen, Knollen, Wurzelstocke , Samlirige, 
Stecklinge, Calluskulturen, Zellkulturen etc. 



BNSOOCID: <WO 9744472A1_L> 



WO 97/44472 PCT/EP97/02527 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die aus den 
erfindungsgemaSen transgenen Pf lanzenzellen, Pfianzen sowie 
Vermehrungsmacerial erhaltliche Starke. 

Die erfindungsgemaSen transgenen ?f lanzenzellen und Pfianzen 
synthetisieren aufgrund der Expression bzw. zusatzlichen Ex- 
pression eines erfindungsgemaSen Nucleinsauremolekiils eine 
Starke, die beispielsweise in ihren physikalisch-chemischen 
Eigenschaften, insbesondere dem Amylose/Amylopektin-Verhaltnis , 
dem Verzweigungsgrad, der durchschnitt lichen Kettenlange, dem 
Phosphatgehalt, dem Verkleisterungsverhalten , der Starke- 
korngroSe und/oder der Starkekornf orm im Vergleich zu in Wild- 
typ-Pflanzen synthetisierter Starke verandert ist. Insbesondere 
kann eine solche Starke im Hinblick auf die Viskositat und/oder 
die Gelbildungseigenschaften von Kleistern dieser Starke im 
Vergleich zu Wildtypstarke verandert sein. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind transgene 
Maispflanzenzellen, in denen die Aktivitat eines erfindungs- 
gemaSen Proteins verringert ist im Vergleich zu nicht -trans - 
formierten Zellen. 

Mit Hilfe der erfindungsgemaSen Nucleinsauremolekule ist es 
moglich, Maispflanzenzellen und Maispfianzen zu erzeugen, bei 
denen die Aktivitat eines erfindungsgemaSen Proteins verringert 
ist. Dies fuhrt ebenfalls zur Synthese einer Starke mit 
veranderten chemischen und/oder physikalischen Eigenschaf ten 
verglichen mit Starke aus Wildtyp-?f lanzenzellen . 
Die Herstellung von Maispflanzenzellen mit einer verringerten 
Aktivitat eines erfindungsgemaSen Proteins kann beispielsweise 
erzielt werden durch die Expression einer entsprechenden anti- 
sense-RNA, einer sense-RNA zur Erzielung eines Cosuppressions- 
effektes oder die Expression eines entsprechend koristruierten 
Ribozyrns, das spezifisch Transkripte spaltet, die eines der 
erfindungsgemaSen Proteine codieren, unter Verwendung der er- 
findungsgemaSen Nucleinsauremolekule. 

Das Verfahren zur Verringerung der Aktivitat erf indungsgemaSer 
Enzyme in den Pf lanzenzellen durch einen Cosuppressionsef f ekt 
ist dem Fachmann bekannt und ist beispielsweise. in Jorgensen 
(Trends Biotechnol . 8 (1990), 340-344), Niebel et al . , (Curr. 
Top. Microbiol. Immunol. 197 (1995), 91-103), Fiavell et al . 
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(Curr. Top. Microbiol. Immunol. 197 (1995) , 43-46), Palaqui und 
Vaucheret (Plant. Mol . Biol. 29 (1995), 149-159), Vaucheret et 
al., (Mol. Gen. Genet. 248 (1995), 311-317), de Borne et al . 

(Mol. Gen. Genet. 243 (1994), 613-621) und anderen Quellen. 
Die Expression von Ribozymen zur Verringerung der Aktivitat von 
bestimmten Enzymen in Zellen ist dem Fachmann ebenfalls bekannt 
und ist beispielsweise beschrieben in EP-Bl 0 321 201. Die 
Expression von Ribozymen in pf lanzlichen Zellen wurde z .B . 
beschrieben in Feyter et al . (Mol. Gen. Genet. 250 (1996), 329- 
338) . 

Vorzugsweise wird zur Reduzierung der Aktivitat eines erfin- 
dungsgemaSen Proteins in pflanzlichen Zellen eine antisense-RNA 
exprimiert . 

Hierzu kann zum einen ein DNA-Molekul verwendet werden, das die 
gesamte ein erf indungsgemaEes Protein codierende Sequenz 
einschlieSlich eventuell vorhandener f lankierender Sequenzen 
umfaSt, als auch DNA-Molekule , die nur Teile der codierenden 
Sequenz umfassen, wobei diese Teile lang genug sein miissen, urn 
in den Zellen einen ant isense-Ef f ekt zu bewirken. Es konnen im 
allgemeinen Sequenzen bis zu einer Mindestlange von 15 bp, 
vorzugsweise einer Lange von 100-500 bp, fur eine effiziente 
antisense- Inhibition insbesondere Sequenzen mit einer Lange 
uber 500 bp verwendet werden. In der Regel werden DNA-Molekule 
verwendet, die kurzer als 5000 bp, vorzugsweise Sequenzen, die 
kurzer als 2500 bp sind. 

Moglich ist auch die Verwendung von DNA-Sequenzen , die einen 
hohen Grad an Homologie zu den Sequenzen der erf indungsgemafien 
DNA-Molekule aufweisen, aber nicht vollkommen identisch sind. 
Die minimale Homologie sollte grofier als ca . 65 % sein. Die 
Verwendung von Sequenzen mit Homologien zwischen 95 und 100 % 
ist zu bevorzugen. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Maispf lanzen, die erfin- 
~dungsgema&e- — t^ransgene— -Mad~spf-l-anzenzel~l-en— enthal"ten"Dre~~Er~ 
f indung betrif f t ebenfalls Vermehrungsmaterial der erf in- 
dungsgemafien Pf lanzen, insbesondere Samen. 
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Gegenstand cier Erfindung isc auch die aus den vorgenend 
beschriebenen transgenen Maispf lanzenzellen , Maispflanzen sowie 
Vermehrungsmaterial erhaltliche Starke. 

Die erfindungsgemaSen transgenen Maispf lanzenzellen und Mais- 
pflanzen synthetisieren aufgrund der Verringerung der Aktivitat 
eines der erfindungsgemaSen Proteine eine Starke, die bei- 
spielsweise in ihren physikalisch-chemischen Eigenschaf ten , 
insbesondere dem Amylose/Amylopektin-Verhaltnis , dem Verzwei- 
gungsgrad, der durchschnittlichen Kettenlange, dem Phosphatge- 
halt, dem Verkleisterungsverhalten, der starkekorngroSe 
und/oder der Starkekornf orm im Vergleich zu in Wildtyp- Pf lanzen 
synthetisierter Starke verandert ist . Diese Starke kann 
beispielsweise veranderte Viskositaten und/oder Gelbil- 
dungseigenschaften ihrer Kleister zeigen im Vergleich zu Starke 
aus Wildtyp-Pf lanzen. 

Die erfindungsgemaSen Starken konnen nach dem Fachmann bekann- 
ten verfahren modifiziert werden und eignen sich in unmcdifi- 
zierter oder modif izierter Form fur verschiedene Verwendungen 
im Nahrungsmittel- oder Nicht -Nahrungsmittelbereich . 
Grundsatzlich laSt sich die Einsatzmoglichkeit der Starke in 
zwei groSe Bereiche unterteilen. Der eine Bereich umfaSt die 
Hydrolyseprodukte der Starke, hauptsachlich Glucose und 
Glucanbausteine, die uber enzymatische oder chemische Verfahren 
erhalten werden. Sie dienen als Ausgangsstof f fur weitere 
chemische Modif ikationen und Prozesse, wie Fermentation. Fiir 
eine Reduktion der Kosten kann hierbei die Einfachheit und ko- 
stengiinstige Ausfiihrung eines Hydrolyseverf ahrens von Bedeutung 
sein. Gegenwartig verlauft es im wesentlichen enzymatisch unter 
Verwendung von Amyloglucosidase . Vorstellbar ware eine 
Kosteneinsparung durch einen geringferen Einsatz von Enzymen. 
Eine Strukturveranderung der Starke, z.B. Oberf lachenvergroSe- 
rung des Korns , leichtere Verdaulichkeit durch geringeren Ver- 
zweigungsgrad oder eine sterische Struktur. die die Zugang- 
lichkeit fur die eingesetzten Enzyme begrenzt, konnte dies be- 
wirken. 

Der andere Bereich, in dem • die Starke wegen ihrer poiymeren 
Struktur als sogenannte native Starke verwendet wird, gliedert 
sich in zwei weitere Einsatzgebiete : 
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L . Nahrungsmittelindustrie 

Starke ist ein klassischer Zusatzstoff fur viele Nah- 
rungsmittel, bei denen sie im wesent lichen die Funktion 
des Bindens von waSrigen Zusatzstoff en ubernimmt bzw. eine 
Erhohung der Viskositat oder aber eine erhohte Gelbildung 
hervorruft. Wichtige Eigenschaf tsmerkmale sind das FlieS- 
und Sorptionsverhalten, die Quell- und Ver- 
kleisterungstemperatur, die Viskositat und Dickungslei- 
stung , die Losl ichkeit der Starke , die Transparenz und 
Kleisterstruktur, die Hitze-, Scher- und Saurestabilitat , 
die Neigung zur Retrogradat ion , die Fahigkeit zur Film- 
bildung, die Gef rier/Taustabilitat , die Verdaulichkeit 
sowie die Fahigkeit zur Komplexbildung mit z.B. anorgani- 
schen oder organischen Ionen. 



2 . Nicht-Nahrungmittelindustrie 

In diesem grofien Bereich kann die Starke als Hi If sstof f 
fur unterschiedliche Herstellungsprozesse bzw. als Zu- 
satzstof f in technischen Produkten eingesetzt . Bei der 
Verwendung der Starke als Hilfsstoff ist hier insbesondere 
die Papier- und Pappeindustrie zu nennen. Die Starke dient 
dabei in erster Linie zur Retardation (Zuruckhaltung von 
Feststof fen) , der Abbindung von Fullstoff - und 
Feinstof f teilchen, als Fest igungsstof f und zur 
Entwasserung. Daruber hinaus werden die giinstigen Eigen- 
schaf ten der Starke in bezug auf die Steifigkeit, die 
Harte, den Klang, den Griff, den Glanz, die Glatte, die 
Spaltfestigkeit sowie die Oberflachen ausgenutzt. 



2.1 Papier- und Pappeindustrie 

Innerhalb des Papierherstellungsprozesses sind vier An- 
wendungsbereiche, namlich Oberflache, Strich, Masse und 

Spruhen , zu unterscheiden . •• - 

Die Anf orderungen an die Starke in bezug auf die Oberfla- 
chenbehandlung sind im wesentlichen ein hoher Weifiegrad, 
eine angepafite Viskositat , eine hohe Viskositatsstabili - 
tat , eine gute Filmbildung sowie eine geringe Staubbil - 
dung. Bei der Verwendung im Strich spielt der Feststof f- 
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gehalt, eine angepafite Viskositat, ein hohes Bindevermogen 
sowie eine hohe Pigmentaf f initat eine wichtige Rolle . Als 
Zusatz zur Masse 1st eine rasche, gleichmaSige , ver- 
lustfreie Verteilung, eine hohe mechanische Stabilitat und 
eine vollstandige Zuruckhal tung im PapierfiieS von 
Bedeutung. Beim Einsatz der Starke im Spruhbereich sind 
ebenfalls ein angepaSter Feststoff gehalt , hohe Viskositat 
sowie ein hohes 3indeverm6gen von Bedeutung. 



2.2 Klebstof f industrie 

Ein grofier Einsat zbereich der Starken besteht in der 
Klebstof f industrie , wo man die Einsat zmoglichkeiten in 
vier Teilbereiche gliedert: die Verwendung als reinem 
Starkeleim, die Verwendung bei mit speziellen Chemikalien 
auf bereiteten Starkeleimen , die Verwendung von Starke als 
Zusatz zu synthetischen Harzen und Polymerdispersionen 
sowie die Verwendung von Starken als Streckmittel fur 
synthetische Klebstof fe. 90 % der Klebstof fe auf Starke - 
basis werden in den Bereichen Wellpappenherstellung , Ker- 
stellung von Papiersacken, Beuteln und Tuten, Herstellung 
von Verbundmaterialien fur Papier und Aluminium, Herstel- 
lung von Kartonagen und Wiederbef euchtungsleim fur Brief - 
umschlage, Briefmarken usw . eingesetzt . 

2.3 Textil- und Text ilpf legemittelindustrie 

Ein groSes Einsatzfeld fur die Starken als Hilfmittel und 
Zusatzstoff ist der Bereich Herstellung von Textilien und 
Text ilpf legemitteln. Innerhalb der Text ilindustrie sind 
die folgenden vier Einsat zbereiche zu unterscheiden : Der 
Einsatz der Starke als Schlichtmittel , d.h. als Hilfsstoff 
zur Glattung und Starkung des Klet tverhal tens zum Schutz 
gegen die beim Weben angreifenden Zugkrafte sowie zur Er- 
hohung der Abriebf est igkeit beim Weben, Starke als Mittel 
zur Textilauf rustung vor allem nach qualitatsversehlech- 
ternden Vorbehandlungen, wie Bleichen, Farben usw., Starke 
als Verdickungsmittel bei der Herstellung von Farbpasten 
zur Verhinderung von Farbstof f dif f usionen sowie Starke als 
Zusatz zu Kettungsmitteln fur Nahgarne . 
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2 . 4 Baustof f industrie 

Der vierte Einsatzbereich ist die Verwendung der Starken 
als Zusatz bei Baustof fen . Ein Beispiel ist die Kerstei- 
lung von Gipskartonplatten, bei der die im Gipsbrei ver- 
mischte Starke mit dem Wasser verkleistert , an die Ober- 
f lache der Gipsplatte dif f undiert und dort den Karton an 
die Platte bindet . Wei cere Einsat zbereiche sind die Bei- 
mischung zu Putz- und Mineralf asern . Bei Transportbeton 
werden Starkeprodukte zur Verzogerung der Abbindung ein- 
gesetzt . 

2 . 5 Bodenstabilisation 

Ein weiterer Markt fur die Starke bietet sich bei der 
Herstellung von Mitteln zur Bodenstabilisation an, die bei 
kiinst lichen Erdbewegungen zum temper aren Schutz der 
Bodenpartikel gegeniiber Wasser eingesetzt werden . Kombi- 
nationsprodukte aus der Starke und Polymeremulsionen sind 
nach heutiger Kenntnis in ihrer Erosions- und ver- 
krustungsmindernden Wirkung den bis her eingesetzten Pro- 
dukten gleichzusetzen, liegen preislich aber deutlich un- 
ter diesen. 

2.6 Einsatz bei Pf lanzenschut z - und Diingemitteln 

Ein Einsatzbereich liegt bei der Verwendung der Starke in 
Pf lanzenschut zmitt ein zur Veranderung der spezif ischen 
Eigenschaf ten der Praparate . So kann die Starke zur Ver- 
besserung der Benetzung von Pf lanzenschut z - und Dungemit- 
teln, zur dosierten Freigabe der Wirkstof f e , zur Umwand- 
lung f liissiger , f liichtiger und/oder iibelriechender Wirk- 
stoffe in mikrokr istalline , stabile, formbare Substarizen, 
zur Mischung inkompat ibler Verbindungen und zur Verlange- 
rung der Wirkdauer durch Verminderung der Zersetzung ein- 
gesetzt werden. 



2 . 7 Pharmaka, Medizin und Kosmet ikindustrie 

Ein we i teres Einsat zgebiet besteht irn Bereich der Phar- 
maka , Medizin und Kosmet ikindustrie . In der pharmazeuti - 
schen Industrie kann die Starke als Bindemittel fur Ta- 
bletten oder zur Bindemittelverdunnung in Kapseln einge- 
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seczt werden. Weiterhin kann die Starke als Tabletten- 
sprengmittel dienen, da sie nach dem Schlucken Flussigkeic 
absorbieren und nach kurzer Zeit soweit quellen, daS der 
Wirkstoff freigesetzt wird. Medizinische Gleit- und 
Wundpuder basieren aus quali tativen Griinden auf Starke. Im 
Bereich der Kosmetik werden Starken beispielsweise als 
Trager von Puderzusatzstof f en, wie Duften und Salicylsaure 
eingesetzt. Ein relativ groSer Anwendungsbereich fur die 
Starke liegt bei Zahnpasta. 

2.8 Starkezusatz zu Kohlen und Briketts 

Einen Einsatzbereich bietet die Starke als Zusatzscoff zu 
Kohle und Brikett. Kohle kann mit einem Starkezusatz 
quantitativ hochwertig agglomeriert bzw. brikett iert wer- 
den, wodurch ein fruhzeitiges Zerfallen der Briketts ver- 
hindert wird. Der Starkezusatz liegt bei Grillkohle zwi- 
schen 4 und 6 %, bei kalorierter Kohle zwischen 0,1 und 
0,5 %. Des weiteren gewinnen Starken als Bindemittel an 
Bedeutung, da durch ihren Zusatz zu Kohle und Brikett der 
AusstoS schadiicher Stoffe deutlich vermindert werden 
kann . 



2.9 Erz- und Kohleschiammauf berei tung 

Die Starke kann ferner bei der Erz- und Kohleschiammauf - 
bereitung als Flockungsmittel eingesetzt werden. 

2.10 GieSereihilf sstof f 

Ein weiterer Einsatzbereich besteht als Zusatz zu GieSe- 
reihilf sstof fen . Bei verschiedenen GuSverf ahren werden 
Kerne benotigt, die aus Bindemittel -versetzten Sanden 
hergestellt werden. Als Bindemittel wird heute uberwiegend 
Bentonit eingesetzt, das mit modif izierten Starken, meist 
Quellstarken, versetzt ist . 

Zweck des Starkezusat zes ist die Erhohung der FlieSfe- 
stigkeit sowie die Verbesserung der Bindef est igkeit . Dar- 
uber hinaus konnen die Quellstarken weitere produk- 
cionstechnische Anf orderungen , wie im kalten Wasser dis- 
pergierbar, rehydrat isierbar , gut in Sand mischbar und 
hohes Wasserbindungsvermogen, auf weisen . 
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2.11 Einsatz in der Kautschukindust r ie 

In der Kaut schukindustrie kann die Starke zur Verbesserung 
der technischen und optischen Qualitat eingesetzt werden. 
Griinde sind dabei die Verbesserung des Oberf lachenglanzes , 
die Verbesserung des Griffs und des Aussehens, dafiir wird 
Starke vor der Kaltvulkanisation auf die klebrigen 
gummierten Flachen von Kautschukstof f en gestreut, sowie 
die Verbesserung der Bedruckbarkeit des Kautschuks. 



2.12 Herstellung von Lederersatzstoffen 

Eine weitere Absatzmoglichkeit der modif izierten Starken 
besteht bei der Herstellung von Lederersat zstof f en . 

2.13 Starke in synthet ischen Polymeren 

Auf dem Kunststof f sektor zeichnen sich folgende Einsatz - 
gebiete ab: die Einbindung von Starkef olgeprodukten in den 
Verarbeitungsprozess {Starke ist nur Fullstoff, es besteht 
keine direkte Bindung zwischen synthet ischem Polymer und 
Starke) oder alternativ die Einbindung von 

Starkef olgeprodukten in die Herstellung von Polymeren 
(Starke und Polymer gehen eine feste Bindung ein) . 

Die Verwendung der Starke als reinem Fullstoff ist verglichen 
mit den anderen Stoffen wie Talkum nicht wettbewerbsf ahig . An- 
ders sieht es aus, wenn die spezif ischen Starkeeigenschaf ten 
zum Tragen kommen und hierdurch das Eigenschaf tsprof il der 
Endprodukte deutlich verandert wird. Ein Beispiel hierfur ist 
die Anwendung von Starkeprodukten bei der Verarbeitung von 
Thermoplasten, wie Polyathylen. Hierbei werden die Starke und 
das synthetische Polymer durch Koexpression im Verhaltnis von 1 
: 1 zu einem 'master batch' kombiniert, aus dem mit granu- 
liertem Polyathylen unter Anwendung herkommlicher Verfah- 

— renstechniken^ diverse — Produkte^hergesteii^t— werden^ — Dureh^die^ — — 

Einbindung von Starke in Polyathylenf olien kann eine erhohte 
Stof fdurchlassigkeit bei Hohlkorpern, eine verbesserte Wasser- 
dampf durchlassigkeit , ein verbessertes Antistatikverhalten, ein 
verbessertes Antiblockverhalten sowie eine verbesserte Be- 
druckbarkeit mit waSrigen Farben erreichc werden. 
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Eine andere Moglichkeit ist die Anwendung der Starke in Po- 
lyurethanschaumen. Mit der Adaption der Starkederivate sowie 
durch die verf ahrenstechnische Optimierung ist es moglich, die 
Reaktion zwischen synthetischen Polymeren una den Hydroxygrup- 
pen der Starken gezielt zu steuern. Das Ergebnis sind Poly- 
urethanfolien, die durch die Anwendung von Starke folgende 
Eigenschaf tsprofiie erhalten: eine Verringerung des Warmeaus - 
dehnungskoef f izienten, Verringerung des Schrumpf verhaltens , 
Verbesserung des Druck/Spannungsverhaltens , Zunahme der Was - 
serdampfdurchlassigkeit ohne Veranderung der Wasserauf nahme , 
Verringerung der Ent f lammbarkeit und der Auf riSdichte , kein 
Abtropfen brennbarer Teile, Halogenf reiheit und verminderte 
Aiterung. Nachteile, die gegenwartig noch vorhanden sind, sind 
verringerte Druckf est igkeit sowie eine verringerte Schlagfe- 
scigkeit. 

Die Produktentwicklung beschrankt sich inzwischen nicht mehr 
nur auf Folien. Auch feste Kunststof f produkte , wie Topfe, 
Platten und Schalen, sind mit einem Starkegehalt von iiber .50 % 
herzustellen. Des weiteren sind Starke/ Polymermischungen giin- 
stig zu beurteiien, da sie eine sehr _ viel hohere biologische 
Abbaubarkeit aufweisen. 

AuKerordentiiche Bedeutung haben weiterhin auf Grund ihres ex- 
rremen Wasserbindungsvermogen Starkepf ropf polymerisate gewon- 
nen. Dies sind Produkte mit einem Ruckgrat aus Starke und einer 
nach dem Prinzip des Radikalkettenmechanismus auf gepf ropf ten 
Seitengitters eines synthetischen Monomers. Die heute 
verfiigbaren Starkepf ropf polymerisate zeichnen sich durch ein 
besseres Binde- und Ruckhaltevermogen von bis zu 1000 g Wasser 
pro g Starke bei hoher Viskositat aus. Die Anwendungsbereiche 
fur diese Superabsorber haben sich in den letzten Jahren stark 
ausgeweitet und liegen im Hygienebereich mit Produkten wie 
Windeln und Unterlagen sowie im landwirtschaf tlichen Sektor, 
z.B. bei Saatgutpillierungen . 

Entscheidend fur den Einsatz der neuen, gentechnisch verander- 
ten Starken sind zum einen die Struktur, Wassergehalt , Pro- 
teingehalt. Lipidgehalt, Fasergehalt, . Asche/Phosphatgehalt , 
Amylose/Amylopektinverhaltnis, Moimassenverteilung , Verzwei- 
gungsgrad, KorngroSe und -form sowie Kristallinitat , zum ande- 
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ren auch die Eigenschaf ten, die in foigende Merkmale munden : 
FlieS- und Sorptionsverhalten, Verkleisterungstemperacur, Vis- 
kositat , Dickungs lei stung, Loslichkeit , Kleisterst ruktur und - 
transparenz, Hitze-, Scher- und Saurestabilitat , Retrograda- 
tionsneigung, Gelbildung, Gef rier/Taustabilitat , Korr.plexbil - 
dung, Jodbindung, Filmbildung, Klebekraft, Enzymstabilitac , 
Verdaulichkeit und Reaktivitat . 

Die Erzeugung modif izierter Starken mittels gentechnischer 
Eingriffe in einer transgenen Pflanze kann zum einen die 
Eigenschaf ten der aus der Pflanze gewonnenen Starke dahingehend 
verandern, da£ weitere Modif ikationen mittels chemischer oder 
physikalischer Verfahren nicht mehr notwendig erscheinen. Zum 
anderen konnen die durch gentechnische Verfahren veranderte 
Starken weiteren chemischen Modif ikationen unterworfen werden, 
was zu weiteren Verbesserungen der Qualitat fur bestimmte der 
oben beschriebenen Einsatzgebiete f uhrt . Diese chemischen 
Modif ikationen sind grundsat zlich bekannt . Insbesondere handelt 
es sich dabei urn Modif ikationen durch 

- Hit zebehandlung , 

- Saurebehandlung , 

- Oxidation und 

- Veresterungen , 

welche zur Entstehung von Phosphat-, Nit rat-, Sulfat-, Xanthat- 
, Acetat- und Citratstarken fuhren. Weitere organische Sauren 
konnen ebenfalls zur Veresterung eingesetzt werden: 

- Erzeugung von Starkeethern 

Starke -Alkylether, O-Allylether , Hydroxylalkylether , 
O-Carboxylmethylether , N-halt ige Starkeether , P-haltige 
Starkeether, S-haltige Starkeether 

— — - — E r z e u gu ng - vo n~ ve r ne t z t e n™S ra r ke n~~ ~~~~ — ~ - _ __ _ 

- Erzeugung von Starke-Pf ropf -Polymerisaten 

Zur Expression der erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekiile in 
sense- oder ant isense-Orient ierung in pfianzlichen Zellen wer- 
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den diese mit regulatorischen DNA-Elementen verkniipft, die die 
Transkription in pflanzlichen Zellen gewahrleisten . Hierzu 
zahlen insbesondere Promotoren. Generell kommt fur die Ex- 
pression jeder in pflanzlichen Zellen aktive Promotor in F rage . 
Der Promotor kann dabei so gewahlt sein, daS die Expression 
konstitutiv erfolgt oder nur in einem bestimmten Gewebe, zu 
einem bestimmten Zeitpunkt der Pf lanzenentwicklung oder zu 
einem durch auSere Einflusse deterninierten Zeitpunkt. In Bezug 
auf die Pflanze kanr. der Promotor homolog oder heterolog sein. 
Geeignete Promotoren fur eine konstitutive Expression sind z.B. 
der Promotor der 3 5S RNA des Cauliflower Mosaic Virus und der 
Ubiquitin-Promotor aus Mais, fur eine knollenspezif ische 
Expression in Kartoffeln der Patat ingen-Promotor B33 (Rocha- 
Sosa et al., EMBO J. 8 (1989), 23-29) oder ein Promotor, der 
eine Expression lediglich in photosynthetisch aktiven Geweben 
sicherstellt, z.B. der ST -LSI -Promotor (Stockhaus et al . , Proc . 
Natl. Acad. Sci . USA 84 (1987), 7943-7947; Stockhaus et.al., 
EMBO J. 8. (1989), 2445-2451) oder fur eine endosperm- 
spezifische Expression der HMG-Promotor aus Weizen, der USP- 
Promotor, der Phaseolinpromotor oder Promotoren von Zein-Genen 
aus Mais. 

Ferner kann eine Terminationssequenz vorhanden sein, die der 
korrekten Beendigung der Transkription dient sowie der Addition 
eines Poly-A-Schwanzes an das Transkript, dem eine Funktion bei 
der Stabilisierung der Transkripte beigemessen wird. Derartige 
Elemente sind in der Literatur beschrieben (vgl. Gielen et al . , 
EMBO J. 8 (1989), 23-29) und sind beliebig austauschbar . 
Die vorliegende Erfindung stellt Nucleinsauremolekule zur Ver- 
fiigung, die eine neue in Mais identif izierte Form einer losli- 
chen Starkesynthase codieren. Dies erlaubt nun sowohl die Iden- 
tifizierung der Funktion dieser Starkesynthase bei der 
Starkebiosynthese, als auch die Herstellung gentechnisch ver- 
anderter Pfianzen, bei denen die Aktivitat dieses Enzyms ver- 
andert ist . Dies ermoglicht die Synthese einer Starke mit ver- 
anderter Struktur und somit veranderten physikalisch-chemischen 
Eigenschaf ten in derartig manipulierten Pfianzen. 
Die erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekule konnen prinzipiell 
auch dazu verwendet werden, Pfianzen herzustellen , bei denen 
die Aktivitat der erf indungsgemaSen Starkesynthase erhoht oder 
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verrmgert ist und gleichzeitig die Aktivitaten anderer, an der 
Starkebiosynchese beteiligter Enzyme verandert sind. Dabei sind 
alle Kombinationen und Permucationen denkbar. Durch die 
Veranderung der Aktivitaten einer oder mehrerer Isoformen der 
Starkesynthasen in Pflanzen kommt es zur Synthese einer in ih- 
rer Struktur veranderten Starke. Durch die Steigerung der Ak- 
tivitat einer oder mehrerer Isoformen der Starkesynthasen in 
den Zellen der starkespeichernden Gewebe transf ormierter 
Pflanzen wie z.B. in dem Endosperm von Mais oder Weizen oder in 
der Knolle bei der Kartoffel kann es daruber hinaus zu einer 
Ertragssteigerung kommen . 3eispielsweise konnen Nuclein- 
sauremolekule , die fur ein erf indungsgemaSes Protein codieren 
oder entsprechende antisense-Konstrukte , in Pf lanzenzellen 
eingebracht werden, bei denen bereits die Synthese endogener 
GBSS I - , SSS- oder GBSS II-Proteine aufgrund eines antisense- 
Effektes oder einer Mutation inhibiert ist oder die Synthese 
des Verzweigungsenzyms inhibiert ist (wie z.B. beschrieben in 
W092/14827 oder der ae-Mutante (Shannon und Garwood, 1984, in 
Whistler, BeMiller und Paschall, Starch : Chemistry and Techno- 
logy, Academic Press, London, 2nd Edition: 25-86)). 
Soli die Inhibierung der Synthese mehrerer S tarke-Synthasen in 
transf ormierten Pflanzen erreicht werden, so konnen DNA-Mole- 
kule zur Transformation verwendet werden, die gleichzeitig 
mehrere, die entsprechenden Starkesynthasen codierenden Regio- 
nen in ant isense-Orientierung unter der Kontrolle eines geeig- 
neten Promotors enthalten. Hierbei kann alternativ jede Sequenz 
unter der Kontrolle eines eigenen Promotors stehen, oder die 
Sequenzen konnen als Fusion von einem gemeinsamen Promotor 
transkribiert werden. Letztere Alternative wird in der Regel 
vorzuziehen sein, da in diesem Fall die Synthese der entspre- 
chenden Proteine in etwa gleichem MaSe inhibiert werden sollte. 
Weiterhin ist die Konstruktion von Molekulen moglich, die neben 
Starkesynthasen codierenden Sequenzen weitere DNA-Seauenzen 
.enthalten-, die andere an der Starkesynthese oder -modi fikat ion 
beteiligte Proteine codieren. Diese sind jeweils in antisense- 
Orientierung an einen geeigneten Promotor gekoppelt . Die Se- 
quenzen konnen hierbei wiederum hint ere inandergeschal tet sein 
und von einem gemeinsamen Promotor transkribiert werden oder 
aber von getrennten Promotoren transkribiert werden . Fur die 
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Lange der einzelnen codierenden Regionen, die in einem derar- 
tigen Konstrukt verwendet werden, gilt das, was oben bereits 
fur die Herstellung von antisense-Konstrukten ausgefiihrt wurde . 
Eine obere Grenze fur die Anzahi der in einem derartigen DNA- 
Molekul von einem Promotor aus transkribierten antisense- 
Fragmente gibt es niche. Das encstehende Transkript sollte aber 
in der Regel eine Lange von 10 kb, vorzugsweise von 5 kb nicht 
uberschreiten . 

Codierende Regionen, die in derartigen DNA-Molekulen in Kornbi- 
nation mit anderen codierenden Regionen in antisense-Orientie- 
rung hinter einera geeigneten Promotor lokalisiert sind, konnen 
aus DNA-Sequenzen stammen, die fur folgende Proteine codieren: 
Starkekorn-gebundene (G3SS I una II) und losliche Starke- 
synthasen (SSS I und II), Verzweigungsenzyme , "Debranching" - 
Enzyme , Disproport ionierungsenzyme und Starkephosphorylasen . 
Dies ist nur eine beispielhaf te Aufzahlung. Auch die Verwendung 
anderer DNA-Sequenzen im Rahmen einer derartigen Kombination 
ist denkbar. 

Mit Hilfe derartiger Konstrukte ist es moglich, in Pflanzen- 
zellen, die mit diesen transf ormiert wurden, die Synthese meh- 
rerer Enzyme gleichzeitig zu inhibieren. 

Weiterhin konnen die Konstrukte in klassische Mutanten einge- 
bracht werden, die fur ein oder mehrere Gene der Starkebiosyn- 
these defekt sind (Shannon und Garwood, 1984, in Whistler, 
BeMiller und Paschall, Starch : Chemist ry and Technology, Aca- 
demic Press, London, 2nd Edition: 25-86) . Diese Defekte konnen 
sich auf folgende Proteine beziehen: Starkekorn-gebundene (GBSS 
I und II) und losliche Starkesynthasen (SSS I und II), 
Verzweigungsenzyme (BE I und II), "Debranching 0 -Enzyme (R-En- 
zyme) , Disproport ionierungsenzyme und Starkephosphorylasen. 
Dies ist nur eine beispielhaf te Aufzahlung. 

Mit Hilfe einer derartigen Vorgehensweise ist es weiterhin 
moglich, in Pf lanzenzellen , die mit diesen transf ormiert wur- 
den, die Synthese mehrerer Enzyme gleichzeitig zu inhibieren. 
Zur Vorbereitung der Einfuhrung fremder Gene in hohere Pflanzen 
stehen eine groSe Anzahi von Clonierungsvektoren zur Verfugung, 
die ein Replikationssignal fur E.coli und ein Markergen zur 
Selektion transf ormierter Bakter ienzellen enthalten. Beispiele 
fur derartige Vektoren sind pBR322, pUC-Serien, M13mp-Ser ien, 
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pACYCI84 usw. . Die gewiinschte Sequenz kann an einer passenden 
Restriktionsschnittstelle in den Vektor eingefiihrt werden . Das 
erhaltene Plasmid wird fur die Transformation von E . coli - Zellen 
verwendet. Transf ormierte E . col i -Zellen werden in einem 
geeigneten Medium geziichtet, anschlieSend geerntet und lysiert . 
Das Plasmid wird wiedergewonnen . Als Analysemethode zur 
Charakterisierung der gewonnenen Plasmid-DNA werden im 
allgemeinen Restrikt ionsanalysen , Gelelektrophoresen und 
weitere biochemisch-molekularbiologische Methoden eingesetzt . 
Nach jeder Manipulation kann die Plasmid-DNA gespalten und 
gewonnene DNA-Fragmente mit anderen DNA-Sequenzen verknupft 
werden . Jede Plasmid-DNA- Sequenz kann in den gleichen oder 
anderen Plasmiden cloniert werden. 

Fur die Einfiihrung von DNA in eine pflanzliche Wirtszelle ste- 
hen eine Vielzahl von Techniken zur Verfugung. Diese Techniken 
umfassen die Transformation pflanzlicher Zellen mit T-DNA unter 
Verwendung von Agrobacterium tumefaciens oder Agrobacterium 
rhizogenes als Transf ormat ionsmit tel , die Fusion von Pro- 
toplasten, die Injektion, die Elektroporat ion von DNA, die 
Einbringung von DNA mittels der bioiiscischen Methode sowie 
weitere Moglichkei ten . 

Bei der Injektion und Elektroporat ion von DNA in Pf lanzenzellen 
werden an sich keine speziellen Anf orderungen an die ver- 
wendeten Plasmide gestellt. Es konnen einfache Plasmide wie 
z.B. pUC-Derivate verwendet werden. Sollen aber aus derartig 
transf ormierten Zellen ganze Pflanzen regeneriert werden, 
sollte vorteilhaf terweise ein selekt ierbares Markergen anwesend 
sein . 

Je nach Einf uhrungsmethode gewvinschter Gene in die Pflanzen- 
zelle konnen gegebenenf alls weitere DNA-Sequenzen erforderlich 
sein. Werden z.B. fur die Transformation der Pf lanzenzelle das 
Ti- oder Ri-Plasmid verwendet, so sollte mindestens die rechte 
Begrenzung, vorteilhaf terweise jedoch die rechte und linke 
.3.e.g.renz.ung._der- -Ti-- -und^Ri^Plasmid -T-DNA als- Elankenbereich mit- 
den einzuf iihrenden Genen verbunden werden. 

Werden fur die Transformation Agrobakterien verwendet, sollte 
die einzuf vihrende DNA in spezielle Plasmide cloniert werden, 
und zwar entweder in einen intermediaren Vektor oder in einen 
binaren Vektor. Die intermediaren Vektoren konnen aufgrund von 
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Sequenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA sind, durch 
homologe Rekombination in das Ti- oder Ri-Plasmid der Agrobak- 
terien integriert werden. Dieses enthalt aufierdem die fur den 
Transfer der T-DNA notwendige vir-Region. Intermediare Vektoren 
konnen nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines 
Keif erplasmids kann der intermediare Vektor auf Agrobacterium 
tumefaciens ubertragen werden ^Conjugation) . Binare Vektoren 
konnen sowohl in E.coli als auch in Agrobakterien replizieren. 
Sie enthalten ein Selektionsmarker-Gen und einen Linker oder 
Polylinker, welche von der rechten und linken T-DNA Grenzregion 
eingerahmt werden. Sie konnen direkt in die Agrobakterien 
transf ormiert werden (Holsters et al . Mol . Gen. Genet. 163 
(1978) , 181-187) . Das als Wirtszelle dienende Agrobakterium 
sollte ein Plasmid, das eine vir-Region tragt, enthalten. Die 
vir-Region ist fur den Transfer der T-DNA in die Pf lanzenzelle 
notwendig. Zusatzliche T-DNA kann vorhanden sein. Das derartig 
transf ormierte Agrobakterium wird zur Transformation von 
Pf lanzenzellen verwendet . 

Die Verwendung von T-DNA fur die Transformation von Pflanzen- 
zellen ist intensiv untersucht und ausreichend in EP 120 516; 
Hoekema, In: The Binary Plant Vector System Of f setdrukkeri j 
Kanters B.V., Alblasserdam (1985), Chapter V; Fraley et al . , 
Crit. Rev. Plant. Sci., 4, 1-46 und An et al . EMBO J. 4 (1985), 
277-287 beschrieben worden . 

Fur den Transfer der DNA in die Pf lanzenzelle konnen Pflanzen- 
Explantate zweckmaSigerweise mit Agrobacterium tumefaciens oder 
Agrobacterium rhizogenes kokultiviert werden. Aus dem 
infizierten Pf lanzenmaterial (z.B. Blattstiicke, Stengelsegmen- 
te, Wurzeln, aber auch Protoplasten oder Suspensions-kulti - 
vierte Pf lanzenzellen) konnen dann in einem geeigneten Medium, 
welches Antibiotika oder Biozide zur Selektion transf ormierter 
Zellen enthalten kann, wieder ganze Pflanzen regeneriert wer- 
den. Die so erhaltenen Pflanzen konnen dann auf Anwesenheit der 
eingefuhrten DNA untersucht werden. Andere Moglichkeiten der 
Einfuhrung fremder DNA unter Verwendung des biolistischen 
Verfahrens oder durch Protoplastentrahsf ormat ion sind bekannt 
(vgl. z.B. Willmitzer, L . , 1993 Transgenic plants. In: Bio- 
technology, A Multi-Volume Comprehensive Treatise (H.J. Rehm, 



BNSOOCID- <WO 9744472A1_I_> 



WO 97/44472 




PCT/EP97/02527 



G. Reed, A. Piihler, P. Stadler, eds . ) , Vol. 2, 627-659, VCH 
Weinheim-New York-Basel-Cambridge) 

Wahrend die Transformation dikotyler Pflanzen uber Ti-Plasmid- 
Vektorsysteme mit Hilfe von Agrobacterium tumef aciens wohl 
etabliert ist, weisen neuere Arbeiten darauf hin, daS auch 
monokotyle Pflanzen der Transformation mittels Agrobacterium 
basierender Vektoren sehr wohl zuganglich sind (Chan et ai . , 
Plant Mol. Biol. 22 (1993), 491-506; Hiei et al . , Plant J. 6 
(1994) , 271-282) . 

Alternative Systeme zur Transformation von monokotylen Pflanzen 
sind die Transformation mittels des biolist ischen Ansatzes, die 
Protoplastentransformation, die Elektroporation von partiell 
permeabilisierten Zellen, die Einbringung von DNA mittels 
Glasfasern. 

Spezifisch die Transformation von Mais wird in der Literatur 
verschiedentlich beschrieben (vgl. z.B. WO95/06128, EP 
0 513 849; EP 0 465 875) . In EP 292 435 wird ein Verfahren be- 
schrieben, mit Hilfe dessen, ausgehend von einem schleimlosen, 
weichen (friable) granulosen Mais-Kallus , fertile Pflanzen er- 
halten werden konnen. Shillito et al . (Bio/Technology 7 (1989), 
581) haben in diesem Zusammenhang beobachtet, daS es ferner fur 
die Regenerierbarkeit zu fertilen Pflanzen notwendig ist, von 
Kallus-Suspensionskulturen auszugehen, aus denen eine sich 
teilende Protoplastenkul tur , mit der Fahigkeit zu Pflanzen zu 
regenerieren, herstellbar ist. Nach einer in vitro 
Kultivierungszeit von 7 bis 8 Monaten erhalten Shillito et al . 
Pflanzen mit lebensf ahigen Nachkommen, die jedoch Abnormal ita- 
ten in der Morphologie und der Reprodukt ivitat auf weisen. 
Prioli und Sondahl (Bio/Technology 7 (1989) , 589) beschreiben 
die Regeneration und die Gewinnung fertiler Pflanzen aus Mais- 
Protoplasten der Cateto Mais - Inzuchtlinie Cat 100-1. Die Auto- 
ren vermuten, daS die Protoplas ten-Regeneration zu fertilen 
Pflanzen abhangig ist von einer Anzahl verschiedener Faktoren, 
wie z.B. von Genot yp, vom physiologischen Zustand der Dnnnr- 
Zellen und von den Kult ivierungsbedingungen . 

Ist die eingefuhrte DNA einmal im Genom der Pf lanzenzelle in- 
tegriert, so ist sie dort in der Regel stabil und bleibt auch 
in den Nachkommen der urspriinglich transf ormierten Zelle er- 
halten. Sie enthalt normalerweise einen Selekt ionsmarker , der 
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den transf ormierten ?f lanzenzellen Resistenz gegenuoer exnem 
Biozid Oder einem Antibiotikum wie Kanamycin, G 418, Bleomycin, 
Hygromycin oder Phosphinocricin u.a. vermittelt - Der in- 
dividuelle gewahlte Marker sollte daher die Selektion trans- 
formierter Zellen gegenuber Zellen, denen die eingefuhrte DNA 
fehlt, gestatten. 

Die cransformierten Zellen wachsen innerhalb der Pflanze in der 
ublichen Weise (siehe auch McCormick et al . , Plant Ceil Reports 
5 (1986) , 81-84) . Die result ierenden Pf lanzen konnen normal 
angezogen werden und mit Pflanzen, die die gleiche 
transf ormierte Erbanlage oder andere Erbanlagen besitzen, ge- ■ 
kreuzt werden. Die daraus entstehenden hybriden Individuen ha- 
ben die entsprechenden phanotypischeh Eigenschaf ten . Von den 
Pf lanzenzellen konnen Samen gewonnen werden. 

Es sollten zwei oder mehrere Generationen angezogen werden, urn 
sicherzustellen, daB das phSnocypische Merkmal stabil beibe- 
halten und vererbt wird. Auch sollten Samen geerntet werden, urn 
sicherzustellen, daS der entsprechende Phanotyp oder andere 
Eigenarten erhalten geblieben sind. 

Figur 1 zeigt schematisch den Vektor pUBIbar. 
Ubiquitin-Pro = Ubiquit inpromotor 
Intron = Intron aus Mais 

nos = Terminationssignal des Nopalinsynthase -Gens 

aus A. tumefaciens 
3 5S = 3 5S-Promotor des CaMV 
T35S = 3 5S -Terminator des CaMV 

Figur 2 zeigt schematisch den Vektor pUBI -bar-aMasy 
Ubiquitin-Pro = Ubiquit inpromotor 
Intron = Intron aus Mais 

nos = Terminationssignal des Nopalinsynthase-Gens 

aus A. tumefaciens 
35S = 35S-Promotor des CaMV 
T35S = 35S-Terminator des CaMV 

Dieser Vektor enthalt in antisense-Orient ierung zun 
Ubiquitinpromotor die in Beispiel 1 beschriebene cDNA, 
die eine Starkesynthase aus Mais codiert . 
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Die Beispiele erlautern die Erfindung. 



In den Beispielen verwendete Medien und Losungen: 

20 x SSC 175,3 g NaCl 

88,2 g Natrium-Citrat 
ad 1000 ml mit ddH 2 0 
pH 7, 0 mit 10 N NaOH 

YT 8 g Bacto-Yeast extract 

5 g Bacto-Tryptone 
5 g NaCl 

ad 1000 ml mit ddH 2 0 
Protoplastenisolierungsmedium (100 ml) 

Cellulase Onozuka R S (Meiji Seika, Japan) 800 mg 

Pectolyase Y 23 40 mg 

200 ma 

136 mg 

K 2HP0 4 47 mg 

CaCl 2 2H 2 Q 147 mg 

MgS0 4 7H 2 0 250 mg 

Rinderserumalbumin (BSA) 20 mg 

Glucose 4000 mg 

Fructose 4000 mg 

Saccharose 1000 mg 

P" 5,8 
Osmolaritat 660 mosm . 

Protoplastenwaschlosung 1: wie Protoplastenisolierlosung , aber 
ohne Cellulase, Pectolyase und BSA 



Trans format ionspuffer 

a) Glucose 0,5 M 

MES 0,1 % 

MgCl 2 6H 2 0 25 mM 
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pH 5,8 
auf 600 tnosm. einstellen 

b) PEG 6000-L6sung 

Glucose 0,5m 

MgCl 2 6H 2 0 100 mM 

Hepes 20 mM 

pH 6,5 

Dem obigen Puffer unter b) wird PEG 6000 kurz vor Gebrauch der 
Losung zugesetzt (40 Gew.-% PEG). Die Losung wird durch ein 
0,45 iim Sterilfilter filtriert. 



W5 Losung 



CaCl 2 125 roM 

NaCl 150 mM 

KC1 5 mM 

Glucose 50 mM 

Protoplasten-Kulturmedium (Angaben in mg/1) 

KN0 3 3 0 00 

(NH 4 ) 2 SQ 4 * 500 

MgS0 4 7H 2 0 3 50 

KH 2 P0 4 4 00 

CaCl 2 2H 2 0 300 

Fe-EDTA und Spurenelemente wie im Murashige-Skoog-Medium 
(Physiol . ■ Plant , 15 (1962), 473). 



m- Inosit 


100 


Thiamin HC1 


1,0 


Nicotinsaureamid 


0,5 


Pyridoxin HCl 


0,5 


Glycin 


2,0 


Glucuronsaure 


750 


Galacturonsaure 


750 


Galactose 


500 


Maltose 


500 
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Glucose 36.000 

Fructose 36.000 

Saccharose 30 qqq 

Asparagin 500 

Glutamin 100 

Prolin 300 

Caseinhydrolysat 50 o 

2, 4 Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D) o,'5 

Osmolaritat 600 mosnK 

In den Beispielen werden die folgenden Methoden verwendet : 

1 . Clonierungsverf ahren 

Zur Clonierung in E.coli wurde der Vektor pBluescript II SK 
(Stratagene) verwendet . 

2 . Bakterienstamme 

Fur den Bluescript -Vektor und fur die pUSP-Konstrukte wurde 
der E . coli -Stamm DH5a (Bethesda Research Laboratories , 
Gaithersburgh, USA) verwendet. Fur die in vivo excision 
wurde der E.coli-Stamm XLl-Blue verwendet. 

3 . Transformation von Mais 

(a) Herstellung von Protoplaster. der Zellinie DSK 6009 

Protoplastenisolierung 

2-4 Tage, vorzugsweise 3 Tage nach dem letzten Me- 
diumswechsel einer Protoplast ensuspensionskul tur wird 
das Flussigmedium abgesaugt und die zuriickbleibenden 

— _ — __Ze_i_ 1 e n „m i t_5J0_m l_Rr.o.t o p 1 a s t e n w :as.chl.6s.ung— 1— ge-spii-l-t— u-nd~ 



nochmals trockengesaugt . Zu jeweils 2 g der geernteten 
Zellmasse wird 10 ml Protoplastenisolierungsmedium ge- 
geben. Die resuspendierten Zellen und Zellaggregate 
werden bei 27 + 2° C unter leichtem Schiitteln (30 bis 
40 rpm) 4 bis 6 h im Dunkeln inkubiert . 
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Sobald die Freisetzung von mindestens 1 Mio . Protopla- 
sten/ml erfolgt ist (mikroskopische Beobachtung) , wird 
die Suspension durch ein Edelstahl- und Nylonsieb von 
200 bzw. 45 M m Maschenwerte gesiebt . Die Kombination 
eines 100 /im und eines 60 (im Siebs ermoglicht die Ab- 
trennung der Zellaggregate genauso gut. Das protopla- 
st enhaltige Filtrat wird mikroskopisch beurteilt . Ub- 
licherweise enthalt es 98 - 99 % Protoplascen . Der Res: 
sind unverdaute Einzelzellen . Protoplastenpraparat ionen 
mit diesem Reinheitsgrad werden ohne zusatzliche 
Gradientenzentrif ugation fur Trans format ions experiment e 
verwendet. Durch Zentrif ugation (100 UpM im 
Auf schwingrotor (100 x g, 3 min) werden die Protopla- 
sten sedimentiert . Der Oberstand wird verworfen und die 
Protoplascen in Waschlosung 1 resuspendiert . Die 
Zentrif ugation wird wiederholt und die Protoplasten 
danach im Trans format i onspuf £er resuspendiert. 

(b) Protoplastentransf ormat ion 

Die in Tranf ormat ionspuffer resuspendierten Protopla- 
sten werden bei einem Titer von 0,5 - 1 x 10° Proto- 
plasten/ml in 10 ml Port ionen in 50 mi Polyallomer- 
Rohrchen eingef iillt . Die zur Transformation verwendete 
DNA wird in Tris-EDTA (TE) Puffer gelost . Pro ml Pro- 
topiastensuspension werden 20 fj.g Plasmid-DNA zugegeben. 
Als Vektor wird dabei ein Phosphinotricinresistenz 
vermittelndes Plasmid verwendet (vgl. z.B. 

EP 0 513 849) . Nach der DNA-Zugabe wird die Protopla- 
stensuspension vorsichtig geschuttelt, urn die DNA ho- 
mogen in der Losung zu verteilen. Sofort danach wird 
tropf enweise 5 ml PEG -Losung zugetropf t . 

Durch vorsichtiges Schwenken der Rohrchen wird die PEG- 
Losung homogen verteilt . Danach werden nochmals 5 ml 
PEG- Losung zugegeben und das homogene Durchmischen 
wiederholt. Die Protoplasten verbleiben 20 min der PEG- 
Losung bei ± 2° C. Danach werden die Protoplasten durch 
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3-mmutiges Zentrif ugieren (100 g ; 1000 Upm) se- 
dimentiert. Der Uberstand wird verworf en . Die Proto- 
plasten werden durch vorsichtiges Schutteln in 2 0 ml 
W5-L6sung gewaschen und danach erneut zentrif ugiert 
Danach werden sie in 20 ml Protoplastenkul turmedium 
resuspendiert, nochmals zentrif ugiert und erneut in 
Kulturmedium resuspendiert . Der Titer wird auf 6 - 8 x 
10 5 Protoplasten/ml eingestellt und die Protoplasten in 
3 ml Portionen in Petrischalen (0 60 mm, Hohe 15 mm) 
kultiviert. Die mit Parafilm versiegelten Petrischalen 
werden bei 25 + 2° C in Dunkeln aufgestellt. 

(c) Protoplastenkul tur 

Wahrend der ersten 2 - 3 Wochen nach der Protopia- 
stenisolierung und -transformation werden die Proto- 
plasten ohne Zugabe von frischem Medium kultiviert. 
Sobald sich die aus den Protoplasten regenerierten 
Zellen zu Zellaggregaten mit mehr als 20 - 50 Zellen 
entwickelt haben, wird 1 ml frisches Protoplastenkul - 
turmedium zugegeben, das ais Osmoticum Saccharose (90 
g/1) enthalt . 

(d) Selektion transf ormierter Maiszellen und Pf lanzenrege - 
neration 

3-10 Tage nach der Zugabe von frischem Medium konnen 
die aus Protoplasten entstandenen Zellaggregate auf! 
Agar-Medien mit 100 mg/1 L-Phosphinothricin plattiert 
werden . N6 -Medium mit den Vitaminen des Protcplasten- 
kulturmediums, 90 g/1 Saccharose und 1, 0 mg/1 2 , 4D ist 
ebenso geeignet wie ein analoges Medium beispielsweise 
mit den Makro- und Mikronahrsalzen des MS-Mediums 

(Murashige und Skoog (1962) , siehe oben) : 

Auf dem Selekt ivmedium konnen die aus stabil transfor- 
mierten Protoplasten hervorgegangenen Kalli ungehindert 
weiterwachsen . Nach 3-5 Wochen, vorzugsweise 4 Wochen 
konnen die transgenen Kalli auf frisches Selek- 
t ionsmedium transf eriert werden, welches eben falls 100 
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mg/1 L-Phosphinothricin enthalt, das aber kem Auxxn 
mehr enthalt. Innerhalb von 3 - 5 Wochen di f f erenzieren 
ca. 50 % der transgenen Maiskalli, die das L-Phos- 
phinothricinacetyltransf erase-Gen in ihr Genom inte- 
griert haben, auf diesem Medium in Gegenwart von L- 
Phosphinothricin. erste Pflanzen. 

(e) Aufzucht transgener Regeneratpf lanzen 

Das embryogene transf ormierte Maisgewebe wird auf hor- 
monfreiem N6-Medium (Chu C.C. et al . , Sci. Sin. 16 
(1975) , 659) in Gegenwart von 5xl0" 4 M L-Phosphinothri- 
cin kultriviert. Auf diesem Medium entwickeln. sich 
Maisembryonen, die das Phsphinothricinacetyl transf e - 
rase-Gen ( PAT -Gen) hinreichend stark exprimieren, zu 
Pflanzen. Nicht transf ormierte Embryonen oder solche 
mit nur sehr schwacher PAT-Akt ivitat sterben ab. Sobald 
die Blatter der in vitro- Pflanzen eine Lange von 4-6 
mm erreicht haben, konnen diese in Erde transferiert 
werden. Nach Abwaschen von Agarresten an den Wurzeln 
werden die Pflanzen in ein Gemisch von Lehm, Sand, 
Vermiculit und Einheitserde im Verhaltnis 3:1:1:1 
gepflanzt und wahrend der ersten 3 Tage nach den 
Verpf lanzen 'bei 90 - 100 % relativer Luftfeuchte an die 
Erdkultur adapt iert . Die Anzucht erfolgt in einer 
. Klimakammer mit 14 h Lichtperiode ca . 25000 Lux in 
Pf lanzenhohe bei einer Tag/Nachttemperatur von 2 3 ± 
1/17 ± 1° C . Die adaptierten Pflanzen werden bei einer 
Luftfeuchte von 65 ± 5 % kultiviert. 

4. Radioaktive Markierung von DNA- Fragment en 

Die radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten wurde mit 
Hilf e eines DNA-Random Primer Labelling Kits der Firma 
Boehringer (Deutschland) nach den Angaben des Hersteliers 
durchgef.iihrt . 
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Identif izierung, Isolierung und Charakterisierung einer cDNA, 
die eine neue Isoform einer Starkesynthase aus 2ea mays codiert 

Urn eine neue losliche Starkesynthase aus Mais zu isolieren, 
wurden polyclonale Antikorper gegen Peptid 1 hergestellt. 
Peptid 1: NH 2 - GTGGLRDTVENC - COOH (Seq. ID No. 3) 

Dieses Peptid wurde an den KLH-Carrier ("keyhole limpet ho- 
mocyanin") gekoppelt und anschlieSend zur Herstellung polyclo- 
naler Antikorper in Kaninchen verwendet (Eurogentec, Seraing, 
Belgien) . 

Der resultierende Antikorper wurde als anti-SSI bezeichnet. 
Der Antikorper ant i -SSI wurde anschlieSend verwendet, urn eine 
cDNA-Bibliothek aus Mais nach Sequenzer. durchzumustern, die 
losliche Starkesynthasen aus Mais codieren. Hierfiir wurde eine 
cDNA-Bibliothek aus Endosperm-polyA* RNA, angelegt im Vektor X- 
ZAP, verwendet. Zur Analyse der Phagenplaques wurden diese auf 
Nitrozellulosef ilter ubertragen, die vorher fur 30-6C min . in 
einer 10 mM l?TG-L6sung inkubiert und anschlieSend auf Filter- 
papier getrocknet wurden. Der Transfer erfolgte fur 3 h bei 
37°C. AnschlieSend wurden die Filter fur 30 min. bei Raumtem- 
peratur in Blockreagenz inkubiert und zweimal fur 5-10 min . in 
TBST- Puffer gewaschen. Die Filter wurden mit dem polyclonalen 
Antikorper anti-SSI in geeigneter Verdiinnung fur 1 h bei Raum- 
temperatur oder fur 16 h bei 4°C geschuttelt. Die Identif izie- 
rung von Plaques, die ein Protein exprimierten, das von dem 
Antikorper anti-SSI erkannt wurde, erfolgte mit Hilfe des 
"Blotting detection kit for rabbit antibodies RPN 23" (Amersham 
UK) nach den Angaben des Herstellers. 

Phagenclone der cDNA-Bibliothek , die ein Protein exprimierten, 
das von dem Antikorper anti-SSI erkannt wurde, wurden unter 
Anwendung von Standardverf ahren weiter gereinigt. Mit Hilfe der 

— in vi vo excision-Methode (Stratagene ) wurden ~ von posltiven" 

Phagenclonen E.coli-Clone gewonnen, die ein doppelstrangiges 
pBlueskript II SK-Plasmid mit der jeweiligen cDNA- Insertion 
zwischen der EcoRI- und der Xho J-Schni ttstelie ds Polylinkers 
enthalten. Nach Uberpriifung der GroSe und des Restr ikt ionsmu- 
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sters der Insertionen vrjrde ein geeigneter Clon einer Sequenz- 
analyse unterzogen . 

Beispiel 2 

Sequenzanalyse der cDNA- Insertion des Plasraids pSSSl 

Aus einem entsprechend Beispiel i erhaltenen E. coli-Clon wurde 
das Plasmid pSSSl isoliert und seine cDNA- Insertion durch 
Standardverf ahren mittels der Didesoxynucleotidmethode (Sanger 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977), 5463-5467) 
bestimrr.t. Die Insertion ist 2383 bp lang und stellt eine 
partielle cDNA dar . Die Nucleotidsequenz ist unter Seq ID No. 1 
angegeben . Die korrespondierende Aminosauresequenz ist unter 
Seq ID No. 2 dargescellt. 

Eine Sequenzanalyse und ein Sequenzvergleich mit bekannten Se- 
quenzen zeigte, daS die unter Seq ID No. 1 dargestellte Sequenz 
neu ist und eine neue losliche Starkesynthase des Typs I aus 
Mais ccdiert . Die partielle codierende Region weist Homologie 
zu Starkesynthasen aus verschiedenen Organismen auf , insbeson- 
dere zu einer Starksynthase aus Reis. Das durch diese cDNA- 
Insertion oder durch hybridisierende Sequenzen codierte Protein 
wird im Rahmen dieser Anmeldung als SSSIZm bezeichnet. Mit 
Hilf e dieser partiellen cDNA- Sequenz ist es fur eine in der 
Molekularbiologie erfahrene Person ohne weiteres moglich, die 
gesamte codierende Region enthaltende Vollangenclone zu 
isolieren und ihre Sequenzen zu bestimmen. Dazu wird z.B. eine 
blattspezif ische cDNA-Expressionsbank aus Zea mays, Linie B73 

(Stratagene GmbH, Heidelberg) , nach Standardverf ahren mittels 
Hybridisierung mit einem 5* -Fragment der cDNA- Insertion des 
Plasmids pSSSl (200 bp) auf Vollangen-Clone hin durchgemustert . 
So erhaltene Clone werden sodann sequenziert. Eine andere 
NIoglichkeit zum Erhalt der noch fehlenden 5' -terminal gelegehen 

Sequenzen besteht in der Anwendung der 5 ' -Race Methode 

(Stratagene o.vgl. Hersteller) . 
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Beispiel 3 

Konstruktion des Pflanzentransforraationsvektor pUBI -bar-aMASY 
und Hsrstellung transgener Maispflanzen 

Zur Herstellung eines Pf lanzentransf ormationsvektors , der eine 
antisense-RNA zu einem erf indungsgemaSen Nucleinsauremolekul 
codiert, wurde der Vektor pUBIbar (siehe Figur 1) mit dem 
Restriktionsenzym Hpal linearisiert und mit alkalischer 
Phosphatase dephosphoryliert . In den linearisierten Vektor 
wurde die gemaS Beispiel 1 isolierte cDNA (ca. 2,4 kb) 
cloniert , die als EcoRV/Smal -Fragment aus dem pBluescriptSK- 
Plasmid gewonnen worden war. Durch Res triktionsanaiyse wurde 
ein Plasmid identif iziert , das die die Starkesynthase aus Mais 
coierende cDNA in ant isense-Orient ierung im Verhaltnis zum 
Promotor enthielt. Dieses Plasmid wurde pUBI -bar-aMasy genannt . 
Dieser Vektor enthalc einen Ubiquitin-Promotor und ein Intron 
aus Mais (Christensen et al . , Plant Mol . Biol. 18 (1992), 675- 
689) , das Transkriptionsterminationssignal des Nopalir.synthase- 
Gens aus A. tumefaciens (Depicker et al . , J. Mol. Appl . Genet. 
1 (1982), 561-573), das bar-Markergen (Thompson et al . , EMBO J. 
6 (1987) , 2519-2523) , das die codierende Region des 3ialaphos- 
Resistenzgens aus Streptomyces hygroscopicus umf aSt , sowie den 
35S-Promotor und -Terminator des CaMV (Franck et al . , Cell 21 
(1980), 285-294) in Verbindung mit dem bar-Gen. Ferner enthalt 
das Plasmid zwischen dem Intron und dem nos-Terminator in anti- 
sense-Orientierung zum Ubiquitin-Promotor die cDNA codierend 
die Starkesynthase aus Mais . 
Das Plasmid ist in Figur 2 dargestellt. 

Der Vektor pUBI -bar-aMasy wurde mittels der oben beschriebenen 
Methode in Maisprotoplasten eingefuhrr . Es wurden dabe'i 4,8 x 
10 7 Protoplasten verwendet und 100 fig Plasmid-DNA. 

-Es—wu-rden— 4-0-8 — Phosphlnothr rein- res isrente — Cl~on'e — e"rh"a"l"tre*rr- — Von" 
diesen wurden 40 hinsichtlich der Expression der einge-brachten 
DNA analysiert. Dies ergab, daS 12 der erhaltenen Clone, die 
eingebrachte DNA exprimierten . Sechs dieser Clone wurden zu 
ganzen Pflanzen regeneriert und ins Gewachshaus transf eriert . 
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S EQUENZ PRDTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 
( i ) ANMELDER : 

(A) NAME: PlantTec Biotechnologie GmbH, Forschung & Entwicklung 

(B) STRASSE: Hermannswerder 14 

(C) ORT: Potsdam 

(E) LAND: Deutschland 

( F ) POSTLE ITZAHL : 144 73 

(G) TELEFON: +49 331 275670 

(H) TELEFAX: +49 331 2756777 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Nucleinsaeuremolekuele codierend 
loesliche S taerkesynthase aus Mais 

(iii) ANZAKL DER SEQUENZEN: 3 

(iv) COMPUTER -LES BARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC - DOS / MS - DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 
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(2) ANGA3EN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) S EQUEN ZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE: 2383 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

<C) STRANGFORM: Doppelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

( i i ) ART DES MOLEKULS : cDNA zu mRNA 

(iii) HYPOTKETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICKE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Zea mays 
(F) GEWEBETYP : Endosperm 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:2..1950 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /Funk tion= "Staerkesynthese" 
/Produkt= "loesliche Staerkesynthase" 



(xi) S EQUEN ZBESCHRE I BUNG : SEQ ID NO: 1: 

G GCA CGA GGT CTG CTC TCC CTC TCC GCA ATG GCG ACG CCC TCG GCC 
Ala Arg Gly Leu Leu Ser Leu Ser Ala Met Ala Thr Pro Ser Ala 
15 10 15 

GTG GGC GCC GCG TGC CTC CTC CTC GCG CGG GCC GCC TGG CCG GCC GCC 
Val Glv Ala Ala Cys Leu Leu Leu Ala Arg Ala Ala Trp Pro Ala Ala 
20 25 30 
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GTC GGC GAC CGG GCG CGC CCG CGG CGG CTC CAG CGC GTG CTG CGC CGC 14 2 

Val Gly Asp Arg Ala Arg Pro Arg Arg Leu Gin Arg Val Leu Arg Arg 
35 40 45 

CGG TGC GTC GCG GAG CTG AGC AGG GAG GGC CCC GCG CCG CGC CCG ATG 190 
Arg Cys Val Ala Glu Leu Ser Arg Glu Gly Pro Ala Pro Arg Pro Met 
50 55 60 

CCA CCC GCG CTG CTG GCG CCC CCG CTC GTG CCC GGC TTC CTC GCG CCG 238 
Pro Pro Ala Leu Leu Ala Pro Pro Leu Val Pro Gly Phe Leu Ala Pro 
65 70 75 

CCG GCC GAG CCC ACG GGT GAG CCG GCA TTG ACG CCG CCG CCC GTG CCC 2 86 

Pro Ala Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ala Leu Thr Pro Pro Pro Val Pro 
80 85 90 95 

GAC GCC GGC CTG GGG GTC CTC GGT GTC GAA CCT GAA GGG ATT GCT GAA 3 34 

Asp Ala Gly Leu Gly Val Leu Gly Val Glu Pro Glu Gly He Ala Glu 
100 105 no 

GGT TCC ATC GAT AAC ACA GTA GTT GTG GCA AGT GAG CAA GAT TCT GAG 3 82 

Gly Ser He Asp Asn Thr Val Val Val Ala Ser Glu Gin Asp Ser Glu 
115 120 125 

ATT GTG GTT GGA AAG GAG CAA GCT CGA GCT AAA GTA ACA CAA AAC ATT 430 
He Val Val Gly Lys Glu Gin Ala Arg Ala Lys Val Thr Gin Asn He 
130 135 140 

GTC TTT GTA ACT GGC GAA GCT TCT CCT TAT GCA AAG TCT GGG GGT CTA 4 78 

Val Phe Val Thr Gly Glu Ala Ser Pro Tyr Ala Lys Ser Gly Gly Leu 
145 150 155 

GGA GAT GTT TGT GGT TCA TTG CCA GTT GCT CTT GCT GCT CGT GGT CAC 52 6 

Gly Asp Val Cys Gly Ser Leu Pro Val Ala Leu Ala Ala Arg Gly His 
160 165- 170 175 

CGT GTG ATG GTT GTA ATG CCC AGA TAT TTA AAT GGT ACC TCC GAT AAG 5 74 

Arg Val Met Val Val Met Pro Arg Tyr Leu Asn Gly Thr Ser Asp Lys 
180 185 * 190 

AAT TAT GCA AAT GCA TTT TAC ACA GAA AAA CAC ATT CGG ATT CCA TGC 622 
Asn Tyr Ala Asn Ala Phe Tyr Thr Glu Lys His He Arg He Pro Cys 
195 200 205 

TTT GGC GGT GAA CAT GAA GTT ACC TTC TTC CAT GAG TAT AGA GAT TCA 6 70 

Phe Gly Gly Glu Kis Glu Val Thr Phe Phe His Glu Tyr Arg Asp Ser 
210 215 220 

GTT GAC TGG GTG TTT GTT GAT CAT CCC TCA TAT CAC AGA CCT GGA AAT 718 
Val Asp Trp Val Phe Val Asp His Pro Ser Tyr His Arg Pro Gly Asn 

2 -25 230 23 5 
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TTA TAT GGA GAT AAG TTT GGT GCT TTT GGT GAT AAT CAG TTC AGA TAC 7 66 

Leu Tyr Gly Asp Lys Phe Giy Ala Phe Gly Asp Asn Gin Phe Arg Tyr 
240 245 250 255 

ACA CTC CTT TGC TAT GCT GCA TGT GAG GCT CCT TTG GTC CTT GAA TTG 
Th- Leu Leu Cys Tyr Ala Ala Cys Glu Ala Pro Leu Val Leu Glu Leu 
260 265 270 

GGA GGA TAT ATT TAT GGA CAG AAT TGC ATG TTT GTT GTC AAT GAT TGG 8 62 

Gly Gly Tyr lie Tyr Gly Gin Asn Cys Met Phe Val Val Asn Asp Trp 
275 280 285 

CAT GCC AGT CTA GTG CCA GTC CTT CTT GCT GCA AAA TAT AGA CCA TAT 910 
His Ala Ser Leu Val Pro Val Leu Leu Ala Ala Lys Tyr Arg Pro Tyr 
290 295 300 

GGT GTT TAT AAA GAC TCC CGC AGC ATT CTT GTA ATA CAT AAT TTA GCA 958 
Gly Val Tyr Lys Asp Ser Arg Ser lie Leu Val He His Asn Leu Ala 
305 310 315 

CAT CAG GGT GTA GAG CCT GCA AGC ACA TAT CCT GAC CTT GGG TTG CCA 1006 
His Gin Gly Val Glu Pro Ala Ser Thr Tyr Pro Asp Leu Gly Leu Pro 
320 325 330 335 

CCT GAA TGG TAT GGA GCT CTG GAG TGG GTA TTC CCT GAA TGG GCG AGG 1054 
Pro Glu Trp Tyr Gly Ala Leu Glu Trp Val Phe Pro Glu Trp Ala Arg 
340 345 350 

AGG CAT GCC CTT GAC AAG GGT GAG GCA GTT AAT TTT TTG AAA GGT GCA 1102 
Arg His Ala Leu Asp Lys Gly Glu Ala Val Asn Phe Leu Lys Gly Ala 
355 360 365 

GTT GTG ACA GCA GAT CGA ATC GTG ACT GTC AGT AAG GGT TAT TCA TGG 115 0 

Val Val Thr Ala Asp Arg He Val Thr Val Ser Lys Gly Tyr Ser Trp 
370 375 380 

GAG GTC ACA ACT GCT GAA GGT GGA CAG GGC CTC AAT GAG CTC TTA AGC 1198 
Glu Val Thr Thr Ala Glu Gly Gly Gin Gly Leu Asn Glu Leu Leu Ser 
385 390 395 

TCC AGA AAG AGT GTA TTA AAC GGA ATT GTA AAT GGA ATT GAC ATT AAT 124 6 

Ser Arg Lys Ser Val Leu Asn Gly He Val Asn Gly He Asp He Asn 
400 405 410 415 

GAT TGG AAC CCT GCC ACA GAC AAA TGT ATC CCC TGT CAT TAT TCT GTT 12 94 

Asp Trp Asn Pro Ala Thr Asp Lys Cys He Pro Cys His Tyr Ser Val 
420 425 430 

GAT GAC CTC TCT GGA AAG GCC AAA TGT AAA GGT GCA TTG CAG AAG GAG 13 4 2 

Asp Asp Leu Ser Gly Lys Ala Lys Cys Lys Gly Ala Leu Gin Lys Glu 
435 440 445 

CTG GGT TTA CCT ATA AGG CCT GAT GTT CCT CTG ATT GGC TTT ATT GGA 13 90 

Leu Gly Leu Pro He Arg Pro Asp Val Pro Leu He Gly Phe He Gly 
450 455 460 
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AGA TTG GAT TAT CAG AAA GGC ATT GAT CTC ATT CAA CTT ATC ATA CCA 14 3 8 

Arg Leu Asp Tyr Gin Lys Gly lie Asp Leu lie Gin Leu lie He Pro 
465 470 475 

GAT CTC ATG CGG GAA GAT GTT CAA TTT GTC ATG CTT GGA TCT GGT GAC 14 8 6 

Asp Leu Met Arg Glu Asp Val Gin Phe Val Met Leu Gly Ser Gly Asp 
480 485 490 495 

CCA GAG CTT GAA GAT TGG ATG AGA TCT ACA GAG TCG ATC TTC AAG GAT 1534 
Pro Glu Leu Glu Asp Trp Met Arg Ser Thr Glu Ser He Phe Lys Asp 
500 505 510 

AAA TTT CGT GGA TGG GTT GGA TTT AGT GTT CCA GTT TCC CAC CGA ATA 158 2 

Lys Phe Arg Gly Trp Val Gly Phe Ser Val Pro Val Ser His Arg He 
515 520 525 

ACT GCC GGC TGC GAT ATA TTG TTA ATG CCA TCC AGA TTC GAA CCT TGT 16 3 0 

Thr Ala Gly Cys Asp He Leu Leu Met Pro Ser Arg Phe Glu Pro Cys 
530 535 540 

GGT CTC AAT CAG CTA TAT GCT ATG CAG TAT GGC ACA GTT CCT GTT GTC 16 7 8 

Gly Leu Asn Gin Leu Tyr Ala Met Gin Tyr Gly Thr Val Pro Val Val 
545 550 555 

CAT GCA ACT GGG GGC CTT AGA GAT ACC GTG GAG AAC TTC AAC CCT TTC 1726 
His Ala Thr Gly Gly Leu Arg Asp Thr Val Glu Asn Phe Asn Pro Phe 
560 565 570 575 

GGT GAG AAT GGA GAG CAG GGT ACA GGG TGG GCA TTC GCA CCC CTA ACC 17 74 

Gly Glu Asn Gly Glu Gin Gly Thr Gly Trp Ala Phe Ala Pro Leu Thr 
580 585 590 

ACA GAA AAC ATG TTG TGG ACA TTG CGA ACT GCA ATA TCT ACA TAC AGG 18 22 

Thr Glu Asn Met Leu Trp Thr Leu Arg Thr Ala He Ser Thr Tyr Arg 
595 600 605 

GAA CAC AAG TCC TCC TGG GAA GGG CTA ATG AAG CGA GGC ATG TCA AAA 18 70 

Glu His Lys Ser Ser Trp Glu Gly Leu Met Lys Arg Gly Met Ser Lys 
610 615 620 

GAC TTC ACG TGG GAC CAT GCC GCT GAA CAA TAC GAA CAA ATC TTC CAG 1918 
Asp Phe Thr Trp Asp His Ala Ala Glu Gin Tyr Glu Gin He Phe Gin 
625 630 635 

TGG GCC TTC ATC GAT CGA CCC TAT GTC ATG TA AAAAAGG AC C AAAGTGGTGG 197 0 

Trp Ala Phe He Asp Arg Pro Tyr Val Met 
640 645 

TTCCTTGAAG ATCATCAGTT CATCATCCTA TAGTAAGCTG AATGATGAAA GAAAACCCCT 203 0 

GTACATTACA TGGAAGGCAG ACCGGCTATT GGCTCCATTG CTCCAATGTC TGCTTTGGCT 2 0 90 



GCCTTGCCTC GATGGACCGG ATGCAGTGAG GAATCCAGCC GAACGACAGT TTTGAAGGAT 2150 

AGGAAGGGGA GCTGGAAGCA GTCACGCAGG CAGCCTCGCC GTGATTCATA TGG AAC AAG C 2210 

TGG AGT CAG T TTCTGCTGTG CCACTCACTG TTTACCTTAA GATTATTACC TGTGTTGTTG 22 70 

TCCTTTGCTC GTTAGGGCTG ATAACATAAT GACTCATTAG AAAATCATGC CTCGTTTTTA 2 3 30 
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TTAACTGAAG TGGACACTTC GCATTCTTGC CCGTTTAAAA AAAAAAAAAA AAA 238 3 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE; 649 Aminosauren 
(B> ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 



<ii) ART DES MOLEKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 2: 

Ala Arg Gly Leu Leu Ser Leu Ser Ala Met Ala Thr Pro Ser Ala Val 
15 10 15 

Gly Ala Ala Cys Leu Leu Leu Ala Arg Ala Ala Trp Pro Ala Ala Val 
20 25 30 

Gly Asp Arg Ala Arg Pro Arg Arg Leu Gin Arg Val Leu Arg Arg Arg 
35 40 45 

Cys Val Ala Glu Leu Ser Arg Glu Gly Pro Ala Pro Arg Pro Met Pro 
50 55 60 

Pro Ala Leu Leu Ala Pro Pro Leu Val Pro Gly Phe Leu Ala Pro Pro 
65 70 75 80 

Ala Glu Pro Thr Gly Glu Pro Ala Leu Thr Pro Pro Pro Val Pro Asp 
85 90 95 



Ala Gly Leu Gly 
100 

Ser lie Asp Asn 
115 

Val Val Gly Lys 
130 

Phe Val Thr Gly 
145 

Asp Val Cys Gly 



Val Met Val Val 
180 

Tyr Ala Asn Ala 
195 

Gly Gly Glu His 
210 



Val Leu Gly Val 



Thr Val Val Val 
120 

Glu Gin Ala Arg 
135 

Glu Ala Ser Pro 
150 

Ser Leu Pro Val 
165 

Met Pro Arg Tyr 



Phe Tyr Thr Glu 
200 

Glu Val Thr Phe 
215 



Glu Pro Glu Gly 
105 

Ala Ser Glu Gin 



Ala Lys Val Thr 
140 

Tyr Ala Lys Ser 
155 

Ala Leu Ala Ala 
170 

Leu Asn Gly Thr 
185 

Lys His lie Arg 



Phe His Glu Tyr 
220 



lie Ala Glu Gly 
110 

Asp Ser Glu lie 
125 

Gin Asn lie Val 



Gly Gly Leu Gly 
160 

Arg Gly His Arg 
175 

Ser Asp Lys Asn 
190 

lie Pro Cys Phe 
205 

Arg Asp Ser Val 
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Asp Trp Val Phe Val Asp His Pro Ser Tyr His Arg Pro Gly Asn Leu 

225 230 235 24C 

Tyr Gly Asp Lys Phe Gly Ala Phe Gly Asp Asn Gin Phe Arg Tyr Thr 
245 250 255 

Leu Leu Cys Tyr Ala Ala Cys Glu Ala Pro Leu Val Leu Glu Leu Gly 
260 265 270 

Gly Tyr He Tyr Gly Gin Asn Cys Mec Phe Val Val Asn Asp Trp His 
275 280 285 

Ala Ser Leu Val Pro Val Leu Leu Ala Ala Lys Tyr Arg Pro Tyr Gly 
290 295 300 

Val Tyr Lys Asp Ser Arg Ser He Leu Val He His Asn Leu Ala His 
305 310 315 320 

Gin Gly Val Glu Pro Ala Ser Thr Tyr Pro Asp Leu Gly Leu Pro Pro 
325 330 335 

Glu Trp Tyr Gly Ala Leu Glu Trp Val Phe Pro Glu Trp Ala Arg Arg 
340 345 350 

His Ala Leu Asp Lys Gly Glu Ala Val Asn Phe Leu Lys Gly Ala Val 
355 360 365 

Val Thr Ala Asp Arg He Val Thr Val Ser Lys Gly Tyr Ser Trp Glu 
370 375 380 

Val Thr Thr Ala Glu Gly Gly Gin Gly Leu Asn Glu Leu Leu Ser Ser 
385 390 395 400 

Arg Lys Ser Val Leu Asn Gly He Val Asn Gly He Asp He Asn Asp 
405 410 415 

Trp Asn Pro Ala Thr Asp Lys Cys He Pro Cys His Tyr Ser Val Asp 
420 425 430 

Asp Leu Ser Gly Lys Ala Lys Cys Lys Gly Ala Leu Gin Lys Glu Leu 
435 440 445 

Gly Leu Pro He Arg Pro Asp Val Pro Leu He Gly Phe lie Gly Arg' 
450 455 460 

Leu Asp Tyr Gin Lys Gly He Asp Leu He Gin Leu He He Pro Asp 
465 * 470 475 480 

Leu Met Arg Glu Asp Val Gin Phe Val Mec Leu Gly Ser Gly Asp Pro 
485 490 495 

™Gru~te'a~Gra"Asp~Trp"-Me-t-Arg--Ser-Thr-Giu-Ser— He-Phe~ Lys-Asp-Lys 

500 505 510 • 

Phe Arg Gly Trp Val Gly Phe Ser Val Pro Val Ser His Arg He Thr 
515 520 525 
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Ala Gly Cvs Asp lie Leu Leu Met Pro Ser Arg Phe Giu Pro Cys Gly 
530 * 535 540 

Leu Asn Gin Leu Tyr Ala Met Gin Tyr Gly Thr Val Pro Val Val His 
545 550 555 560 

Ala Thr Gly Glv Leu Arg Asp Thr Val Glu Asn Phe Asn Pro Phe Gly 
565 570 575 

Glu Asn Gly Glu Gin Gly Thr Gly Trp Ala Phe Ala Pro Leu Thr Thr 
580 585 590 

Glu Asn Met Leu Trp Thr Leu Arg Thr Ala lie Ser Thr Tyr Arg Glu 
595 600 605 

His Lys Ser Ser Trp Glu Gly Leu Met Lys Arg Gly Met Ser Lys Asp 
610 615 620 

Phe Thr TrD Asp His Ala Ala Glu Gin Tyr Giu Gin lie Phe Gin Trp 
625 ~ 630 635 640 

Ala Phe lie Asp Arg Pro Tyr Val Met 
645 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH : JA 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(v) ART DES FRAGMENTS: inneres Fragment 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 
Gly Thr Gly Gly Leu Arg Asp Thr Val Glu Asn Cys 
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1. Nucleinsauremolekiil , codierend ein Protein aus Mais mit der 
biologischen Aktivitat einer Starkesynthase des Typs I, 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 

(a) Nucleinsauremolekulen, die ein Protein codieren, das 
die unter Seq ID No. 2 angegebene Aminosauresequenz 
umf aSt ; 

(b) Nucleinsauremolekulen , die die unter Seq ID No . 1 dar- 
gestellte Nucleot idsequenz umf assen oder eine komple- 
mentare Sequenz oder eine korrespondierende Ribonucleo- 
tidsequenz ; 

(c) Nucleinsauremolekulen, deren einer Strang mit den unter 
(a) oder (b) genannten Nucleinsauremolekulen hybridi- 
siert; und 

(d) Nucleinsauremolekulen, deren Nucleot idsequenz aufgrund 
der Degeneration des genetisches Codes von der Sequenz 
der unter (a) , <b) oder (c) genannten Nucleinsauremole- 
kiile abweicht. 

2. Nucleinsauremolekiil nach Anspruch i,. das ein DNA-Molekui 
ist . 

3. DNA- Molekul nach Anspruch 2, das ein cDNA-Molekul ist. 

4. Nucleinsauremolekiil nach Anspruch 1, das ein RNA-Molekiil 
ist . . 

5. Oligonucleotid, das spezifisch mit einem Nucleinsauremole- 
kiil nach einem der Anspriiche 1 bis 4 hybridisiert . 

6. Vektor, enthaltend ein DNA-Molekul nach einem der Anspriiche 
1 bis 3 . 



7. Vektor nach Anspruch 6, wobei das DNA-Molekul in sense - 
Orient ierung mit regulatorischen Element en verkniipf t ist , 
die die Transkript ion und Synthese einer translat ierbaren 
RNA in pro- oder eukaryont ischen Zellen gewahrleisren . 
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8. Wirtszelle, die mit einem Nucleinsauremolekul nacn emem 
der Anspruche 1 bis 4 Oder einem Vektor nach Anspruch 6 
oder 7 genetisch modif iziert ist. 

9. Protein codiert durch ein Nucleinsauremolekul nach einem 
der Anspruche 1 bis 4 . 

10. Verfahren zur Herstellung eines Proteins nach Anspruch 9 
oder eines biologisch aktiven Fracmentes davon, bei dem 
eine Wirtszelle nach Anspruch 8 unter Bedingungen kulti- 
viert wird, die die Synthese des Proteins erlauben, und das 
Protein aus den kultivierten Zellen und/oder dem Kul- 
turmedium isoliert wird. 

11. Transgene Pf lanzenzelle , die mit einem Nucleinsauremolekul 
nach einem der Anspruche 1 bis 4 oder einem Vektor nach 
Anspruch 6 oder 7 modifiziert ist, wobei das 
Nucleinsauremolekul, das das Protein mit der biologischen 
Aktivitat einer Starkesynthase codiert, unter der Kontrolle 
regulatorischer Elemente steht, die die Transkript ion einer 
translatierbaren mRNA in pflanzlichen Zellen erlauben. 

12. Pflanze, enthaltend Pf lanzenzellen nach Anspruch 11. 

13 . Pf lanze nach Anspruch 12, die eine Nutzpflanze ist. 

14. Pflanze nach Anspruch 13, die eine starkespeichernde 
Pflanze ist. 

15. Pflanze nach Anspruch 14, die eine Maispf lanze ist. 

16. Vermehrungsmaterial einer Pflanze nach einem der Anspruche 
12 bis 15, enthaltend Pf lanzenzellen nach Anspruch 11. 

17. Transgene Maispf lanzenzelle , die im Vergleich zu den nicht- 
transformierten Zellen eine Verringerung der Aktivitat 
eines Proteins nach Anspruch 9 aufweist und die stabil in 
ihr Genom integriert ein rekombinantes Molekiil aufweist 
bestehend aus 
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(a) einem in pflanzlichen Zellen aktiven Prcmotor; und 

(b) einer Nucleinsauresequenz ausgewahl: aus der Gruppe 
bescehend aus 

(i) Nucleinsauresequenzen, die eine ant isense -RNA zu 
einem Nucleinsauremolekul nach einem der 
Anspruche 1 bis 3 codieren; 

(ii) Nucleinsauresequenzen, die ein Ribozym codieren, 
das spezifisch RNA-Molekiile nach Anspruch 4 
spaltet ; und 

(iii) Nucleinsauresequenzen, die eine sense -RNA fur 
ein Protein nach Anspruch 9 codieren, deren 
Expression zu einem Cosuppressionsef f ekt f uhrt . 

18. Maispflanze, enthaltend Pf lanzenzellen nach Anspruch 17. 

19. Vermehrungsmaterial .einer Maispflanze nach Anspruch 18, 
enthaltend Zellen nach Anspruch 17. 
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